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As epilepsias do lobo temporal são as que apresentam maior refratariedade ao tratamento 
farmacológico e perfazem 2/3 das intervenções cirúrgicas de epilepsia, sendo portanto de grande 
custo social, econômico e psicológico. Assim, modelos animais de epilepsia do lobo temporal são 
de grande relevância não só para o entendimento das bases neurais dessa patologia, mas também 
para o desenvolvimento de abordagens terapêuticas capazes de evitar a instalação da doença. 
Esses são os objetivos da presente dissertação de doutorado. 
Após um evento traumático (no caso deste trabalho, um estado de mal epiléptico), 
diversas alterações morfológicas e fisiológicas acontecem, caracterizando a gênese da síndrome 
epiléptico (epileptogênese). Dentre as alterações podemos destacar a intensa fosforilação de 
proteínas em resíduos de tirosina e a ativação de diferentes segundos mensageiros. Os dois 
primeiros capítulos desta tese descrevem a tentativa de bloquear os processos de epileptogênese 
por meio da inibição da fosforilação de resíduos de tirosina através do tratamento farmacológico 
com inibidores das tirosina cinases, a herbimicina A e o K-252a. O terceiro capítulo analisa 
eletrofisiologicamente o circuito neural do giro denteado em animais que apresentavam uma 
mutação em um sítio inibitório da proteína cálcio/calmodulina cinase do tipo II (CaMKII). 
No primeiro capítulo, mostramos que o tratamento agudo com herbimicina A (348µM, 
5µL, icv), é capaz de bloquear a potenciação duradoura (LTP) induzida por um estímulo tetânico 
bem como de atenuar (~40%) a ativação neuronal (expressão de c-Fos) decorrente de um estado 
de mal epiléptico induzido pela administração sistêmica de pilocarpina (SE). Apesar dos 
significativos efeitos agudos, este tratamento mostrou-se incapaz de atenuar a freqüência de crises 
espontâneas, bem como o padrão de morte neuronal observado após o estado de mal epiléptico 
induzido pela pilocarpina. Entretanto, o tratamento com herbimicina A alterou o padrão de 
marcação de metais pesados (Zn+2) no hilo do giro denteado e na região de CA3 do hipocampo, 
porém não apresentou efeito sobre o padrão de brotamento das fibras musgosas observado na 
camada molecular do giro denteado. No segundo capítulo, mostramos que a herbimicina e o K-
252a modificam a atividade epileptiforme induzida pela administração intra-hipocampal de ácido 
caínico, sem alterar o padrão de morte neuronal. Esses resultados sugerem que o tratamento com 
inibidores de proteínas tirosina cinases é capaz de modificar o padrão de ativação agudo do 
hipocampo após um estímulo (i.e., o estado de mal epiléptico ou a LTP), porém sem qualquer 
efeito sobre o processo de epileptogênese. 
No terceiro capítulo, estudamos a excitabilidade e a plasticidade do giro denteado à 
estimulação da via perfurante (principal aferência da formação hipocampal) em animais que 
apresentam uma CaMKII geneticamente modificada. Essa proteína uma vez ativada não pode ser 
inibida. A caracterização eletrofisiológica demonstrou que esses animais apresentam potenciais de 
campo evocados no giro denteado aparentemente semelhante aos animais controle (wild-type), 
porém sua responsividade a padrões de estimulação em salvas e sua plasticidade apresentaram 
clara alteração. Essa modificação foi caracterizada por uma maior variabilidade nas respostas à 
trens de estimulação (freqüências de 1 e 2 Hz) e maior inibição do pulso pareado em trens de 
estimulação (para pulsos pareados aplicados a freqüência de 5 Hz). Além disso, conforme já 
descrito na literatura, mostramos que a susceptibilidade a atividade epileptiforme depende do 
padrão de estimulação utilizado para os diferentes animais (mutantes vs. wild-type). Assim, 
utilizando o modelo clássico do abrasamento demonstramos que a mutação não altera a evolução 
da epileptogênese. Entretanto, ao utilizarmos duas variantes de um padrão de estimulação similar 
à freqüência teta (5Hz, Intermittent vs. Continuous theta-burst stimulations), demonstramos a 
importância da mutação na manutenção da excitabilidade do giro denteado. Esses resultados 
destacam a importância da CaMKII na atividade epileptiforme além de sugerir novas abordagens 
experimentais (i.e., sensibilidade à padrões de estimulação eletrofisiológica) no estudo da 
epileptogênese. 
Em resumo, os resultados apresentados nessa tese contribuem para um melhor 
entendimento dos fenômenos subjacentes aos processos de plasticidade neuronal e da 
contribuição destes para o fenômeno de epileptogênese, além de sugerir abordagens promissoras 




Temporal lobe epilepsies are highly refractory to pharmacological treatment. Up to 70% 
of these patients undergo chirurgical resection of temporal region, procedure with important 
consequences for the social, economic and psychological spheres.  
Experimental animal models that mimic temporal lobe epilepsy provide an insightful 
approach to study the neural basis of epilepsy as well as create opportunities to test promising 
therapeutic drugs. The present thesis tests the antiepileptogenic activity of two protein tyrosine 
kinase inhibitors and the relevance of Ca+2/calmodulin kinase type II (CaMKII) mutants. 
Multiples morphological and physiological alterations take place after a traumatic brain 
injury (in this thesis, the status epilepticus) leading the animal to an epileptic conditions. During this 
period, the epileptogenesis process, there is strong tyrsine phosphorylation with the activation of 
many second messengers. The first two chapters of the thesis describe experiments in which 
herbimycin A and K-252a, two protein tyrosine kinase inhibitors, were used to attenuate synaptic 
plasticity and epileptogenesis. The third chapter, the dentate gyrus network was studied after 
angular bundle stimulation in animals presenting one punctual mutation at the autoinhibitory 
phosphorylation site of the CaMKII. 
In the first chapter, we showed that one single herbimycin A injection (348µM, 5µL, icv) 
was able to attenuate long-term potentiation (LTP) in the commissural CA3 neurons and also, to 
decrease status epilepticus- (SE-) induced neuronal activation (c-Fos expression) in almost 40%. 
Although markedly acute effects, the present herbimycin A treatment was not able to diminish 
spontaneous seizure frequency, cell death or aberrant mossy fiber sprouting observed after the 
pilocarpine-induced SE. Curiously, herbimycin-treated animals presented decreased neo-Timm 
staining in the hilus and CA3 region despite the epileptic condition. In the second chapter, we 
confirmed the ability of protein tyrosine kinase inhibitors to decrease SE-induced neuronal 
activation. Herbimycin A icv treatment altered the kainic acid-induced epileptiform profile in 
EEG recordings. Cell death pattern was not altered by any pharmacological treatment. These 
results suggest that protein tyrosine kinase inhibitiors are able to modify the acute neuronal 
activation and plasticity (ictogenesis or LTP) but is ineffective in attenuating  the epileptogenesis 
process. 
In the third chapter, we studied the dentate gyrus excitability and plasticity after angular 
bundle stimulation in CaMKII mutant animals. Once in its self-sustained mode, this mutation 
does not allow the reduction of the catalytic activity of the kinase. These animals present normal 
electrophysiological profiles (similar to wild-type animals) but with reduced amplitude. Short-
term plasticity was clearly altered. Mutant animals presented increased variability in the responses 
to trains of stimulation at 1 and 2 Hz, and at at 5Hz stronger paired-pulse inhibition. Accordingly 
to the literature, we also showed that the epileptiform susceptibility depends on the stimulation 
pattern used in both animals (mutants vs. wild-type). Thus, although the mutation did not altered 
the behavior and the electrographic kindling evolution, we showed that mutant animals were 
prone to afterdischarges when stimulate by an intermittent theta-burst stimulation. On the other 
hand, the same animals needed more bursts to induce afterdischarges when the stimulation was 
set in the continuos mode. 
Taken together, the present results contribute to a better understanding of the protein 
tyrosine kinase and CaMKII function in neuronal plasticity underlying the epileptogenesis 




 O sistema nervoso central é composto de aproximadamanete cem bilhões de 
neurônios interconectados por pequenas estruturas, extremamente especializadas, 
chamadas sinapses. Acredita-se que cada neurônio estabeleça entre 5.000 e 100.000 
contatos sinápticos. Desta forma, podemos especular que existem mais sinapses no 
sistema nervoso central de um indivíduo do que estrelas em nossa galáxia. De fato, 
se tardássemos 1 segundo contando cada sinapse do sistema nervoso, levaríamos 
300 milhões de anos para terminar a contagem. Essas pequenas estruturas podem e 
sofrem modificações de tamanho, forma, sensibilidade e atividade continuamente, 
durante toda a nossa vida. Assim, talvez por esse motivo, o laureado prêmio Nobel 
de Fisiologia ou Medicina em 1963, Sir John Carew Eccles, tenha afirmado que o 
encéfalo é provavelmente a estrutura mais complexa de todo o universo 
(Bossomaier, 2000). 
 Os neurônios se relacionam de um modo bastante intrincado. Durante o 
desenvolvimento, gradientes de moléculas sinalizadoras liberadas no meio externo 
controlam a expressão do código genético (meio interno) de cada célula dando 
origem a diferentes tipos neurais, que por sua vez originam diferentes tipos de 
circuitos neurais. Esses circuitos, ou redes neurais, desempenham uma ou mais 
funções específicas, de complexidade variável e conseqüentemente apresentam 
elaborados graus de desenvolvimento. O estudo das redes neurais pode revelar 
importantes características à respeito da fisiologia do sistema nervoso, bem como 
de seus diferentes estados patológicos. Elas podem ser estudadas por diferentes 
metodologias, como suas conexões físicas, seu padrão de transcrição gênica (ou 
seja, o tipo de proteínas produzidas e seu padrão de distribuição), seu padrão de 
atividade elétrica ou ainda pelo produto final, isto é, o comportamento ou ajuste 
homeostático. 
Essa tese de doutorado utilizou diferentes metodologias para estudar alguns 
dos mecanismos responsáveis pela transformação de um sistema nervoso normal 
em epiléptico. O principal objetivo perseguido foi intervir em vias intracelulares 
que levam animais a apresentarem crises espontâneas e recorrentes após um evento 
traumático, bem como analisar alguns dos aspectos eletrofisiológicos, anatômicos e 




A epilepsia é uma patologia conhecida desde a Antigüidade. Hipócrates (460-
377 a.C.) foi o primeiro a concluir que a origem da “doença sagrada” estaria no 
encéfalo, além de haver sido o responsável por cunhar o termo epilepsia (ser 
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tomado de repente, do grego epilambanein). O grego Galeno (129-199 d.C.) 
identificou suas diferentes formas, além de enfatizar novamente o encéfalo como 
órgão responsável pela doença. Foi ele quem primeiramente classificou as epilepsias 
em dois tipos, idiopática (de origem desconhecida) e sintomática (relacionada a 
algum distúrbio, seja ele no próprio encéfalo seja ele oriundo de outra região do 
corpo), classificação esta não muito diferente da atual (Lennox, 1960) citado por 
(Chokroverty, 1996). A antiga medicina Iraniana, formada por uma tradição de 
quase 4000 anos de nações como Grécia, Egito, Índia e China, tornou-se o núcleo 
da prática médica da Europa durante a idade média e influenciou o entendimento 
das epilepsias a partir do século XIII. Médicos, ou Hakim, como Avicenna (980-
1037) foram responsáveis pela conservação, tradução, consolidação, divulgação, 
além do desenvolvimento de idéias e conceitos sobre epilepsia da antiguidade. 
Avicenna expandiu a classificação das epilepsias de acordo com a abordagem 
diagnóstica, a origem dos ataques (sintomatologia) e a idade do aparecimento das 
crises (Gorji e Khaleghi Ghadiri, 2001). Ainda, Avicenna foi o primeiro a escrever 
sobre o prognóstico das epilepsias, dividindo-as em três grupos. O tipo suave (bom 
prognóstico) era dado quando as crises tinham curta duração e suave depressão 
pós-ictal. O tipo grave (prognóstico ruim) era dado quando o paciente apresentava 
dispnéia e grande ansiedade antes e durante a crise, com uma depressão pós-ictal de 
longa duração (Gorji e Khaleghi Ghadiri, 2001). O terceiro, moderado, enquadrava-
se entre o tipo suave e grave. 
Durante a idade média, pouco se evoluiu no estudo das epilepsias. A era 
moderna das epilepsias começa no século XVIII, impulsionada pelos estudos de 
bioeletrogênese conduzidos por Luigi Galvani (1737-1798) e posteriormente por 
Alessandro Volta (1745-1827). Robert Bentley Todd (1809-1860) foi o primeiro a 
elaborar uma teoria elétrica para explicar a epilepsia (Reynolds, 2004), em 1849. Em 
1861, John Hughlings Jackson (1835–1911) descreveu a doença como "uma 
repentina e excessiva descarga neuronal da camada cinzenta do córtex cerebral" 
(Jackson, 1873 citado por Chokroverty, 1996). Jackson foi ainda o primeiro a 
descrever as epilepsias parciais, “a marcha Jacksoniana”. Talvez por esses motivos, 
Jackson é considerado o “pai” da epileptologia moderna. Experimentos realizados 
por David Ferrier (1843–1928), Gustav Theodor Fritsch (1838-1927), Eduard 
Hitzig (1838-1907) e Richard Caton (1842-1926) no final do século XIX 
consolidaram a idéia de que o sistema nervoso utiliza energia elétrica (ou “força 
nervosa”, como Todd primeiramente colocou) como substrato de sua fisiologia. 
Entretanto, foi somente na primeira metade do século XX que a descrição de 
Jackson viria a receber um respaldo experimental, através da quantificação da 
atividade elétrica das células nervosas (Reynolds, 2001). Com o trabalho de Hans 
Berger (1873-1941) nos anos 30, a eletroencefalografia revolucionou a visão 
científica sobre a epilepsia (Ward e cols., 1969 citado por Porter, 1990), 
relacionando os distúrbios comportamentais com a atividade elétrica cerebral. 
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De acordo com Porter (1990), "a epilepsia não é uma única doença, mas sim 
um desarranjo crônico apresentando sintomas heterogêneos em suas crises 
recorrentes caracterizadas por descargas anormais e desordenadas de células 
nervosas. Existem várias causas para as epilepsias, tais como os tumores 
encefálicos, acidentes vasculares encefálicos e más formações congênitas. 
Entretanto, em muitos pacientes, nenhuma causa direta pode ser implicada" 
(Porter, 1990). 
Apesar dessa aparente diversidade de etiologias, as epilepsias apresentam 
uma característica em comum, que obviamente possibilita a classificação dessas 
síndromes em uma grande patologia: o comportamento característico de uma crise 
epiléptica (seja ela com um componente motor ou não) correlaciona-se muito bem 
com a atividade elétrica exacerbada de populações de neurônios no sistema nervoso 
central. Tal atividade é resultado da excitação descompensada de alguns grupos 
celulares, podendo estes estarem localizados em muitas regiões do encéfalo. 
 
Epidemiologia e classificação 
 
Em 1992 estimava-se que aproximadamente 50.000.000 de pessoas no 
mundo tivessem epilepsia (Porter e Rogawski, 1992). Acredita-se que dos novos 
casos de epilepsia a cada ano, 30-40% dos pacientes serão refratários às atuais 
terapias farmacológicas e conseqüentemente apresentarão crises recorrentes pelo 
resto de suas vidas (Kwan e Sander, 2004). Muitos desses pacientes serão 
candidatos a intervenções cirúrgicas de resultados duvidosos, implicando médicos 
especializados e caros equipamentos hospitalares (Porter e Rogawski, 1992; Engel, 
1996). 
No Brasil, a prevalência da epilepsia é de 18,6 por 1.000 habitantes (Borges e 
cols., 2004). Neste estudo, a prevalência na faixa etária de 0 a 4 anos foi de 4,9 
enquanto que acima de 65 anos foi de 32,8; valores superiores aos encontrados em 
estudos semelhantes com populações de países desenvolvidos. Além disso, outro 
estudo recente aponta que aproximadamente 50% da população com epilepsia de 
duas grandes cidades do estado de São Paulo não vem sendo tratadas 
adequadamente (Noronha e cols., 2004). Estudos desse tipo mostram a relevância 
de abordagens experimentais capazes de contribuir para uma diminuição dessa 
síndrome em nosso país. 
 Existem diversas formas de epilepsia e a classificação das diferentes 
síndromes epilépticas é complicada. Entretanto, a universalização do vocabulário é 
fundamental uma vez que não só facilita a comunicação entre a clínica e a ciência 
básica, mas também possibilita a criação de uma taxonomia das síndromes 
epilépticas. Esse léxico pode facilitar a classificação dos modelos experimentais de 
epilepsia e com isso melhorar sua aplicabilidade para o ser humano, seja na cura, no 
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tratamento sintomático ou mesmo no entendimento das distintas variantes da 
síndrome (ILAE - International League Against Epilepsy - http://www.ilae.org/) 
 Por outro lado, a classificação das crises epilépticas é mais fácil e 
normalmente é baseada no grau de comprometimento das estruturas no sistema 
nervoso central. Nessa classificação, as crises estão divididas em quatro grandes 
grupos: (1) crises epilépticas parciais; (2) crises epilépticas generalizadas; (3) crises 
epilépticas secundariamente generalizadas e (4) crises atípicas. As epilepsias do lobo 
temporal apresentam crises parciais complexas e são as estudadas nessas tese. 
Normalmente, as crises parciais complexas originam-se no lobo temporal medial, 
em diferentes estruturas límbicas e acabam recrutando (sincronizando) os córtices 
para-hipocâmpicos, a amígdala e o hipocampo propriamente dito. Os pacientes 
tendem a mostrar sinais clínicos semelhantes entre si e normalmente apresentam 
refratariedade ao tratamento farmacológico. Assim, muitas vezes esses pacientes 
são encaminhados à uma intervenção cirúrgica para a remoção da amígdala e 
hipocampo (amígdalo-hipocampectomia de Yasargil) (Yasargil e cols., 1993) ou 
para a ressecção do lobo temporal anterior (Olivier, 1992; Jones e cols., 2002). 
 
 
Figura 1 – Representação esquemática do encéfalo de rato. (A) Localização do 
hipocampo sob o manto cortical e sua posição em relação à outras estruturas. (B) 
Representação do circuito básico do hipocampo (ver texto). (C) Cortes coronais que 
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O hipocampo é uma estrutura localizada no interior do encéfalo, subjacente 
ao córtex (Figura 1A). Suas aferências e eferências modulam e interagem 
principalmente com o neocórtex, uma vez que não existem descrições de conexões 
diretas com regiões motoras e/ou sensórias. Várias áreas podem ser delimitadas no 
hipocampo de acordo com suas características citoarquitetônicas: o giro denteado e 
as regiões CA1, CA2 e CA3. De maneira simplista, a informação é transferida pelo 
hipocampo unidirecionalmente.  
No começo da década de 70, pensando o processamento da informação pelo 
hipocampo, Per Andersen e colaboradores propuseram duas organizações 
topológicas para as células hipocampais (Andersen e cols., 1971). Na primeira, dita 
“em série”, as aferências provenientes do córtex entorrinal ativam neurônios no 
giro denteado, que por sua vez ativa os neurônios de CA3, seguidos por CA1 e o 
subículo (este último considerado uma outra estrutura, sendo a principal eferência 
hipocampal) (Figuras 1B e 2). De acordo com essa hipótese, a informação é 
processada por circuitos organizados em série. Na segunda, dita “lamelar”, as 
principais vias excitatórias da formação hipocampal apresentam uma inervação 
seletiva para regiões orientadas perpendicularmente ao eixo septo-temporal do 
hipocampo (Figura 1C). De acordo com essa proposição, “uma fonte localizada de 
atividade no córtex entorrinal projetaria seus impulsos pelas quatro estruturas que 
compõem a formação hipocampal ao longo de fatias, ou lamelas, do tecido 
hipocampal orientadas normalmente para a superfície alveolar e perpendicular ao 
maior eixo do hipocampo” (eixo septo-temporal) (Anderson e cols., 1971). Os 
autores ainda sugeriram que por meio dessa organização lamelar, pequenas fatias do 
córtex hipocampal “podem operar como unidades funcionais independentes, 
apesar de conexões excitatórias e inibitórias transversais poderem modificar o 
comportamento de lamelas vizinhas”. A hipótese lamelar da organização 
hipocampal teve uma enorme influência na concepção do processamento da 
informação pelo hipocampo e foi seguramente, responsável pelo estabelecimento 
da metodologia que utiliza fatias (slice, do inglês) de hipocampo in vitro para o 
estudo desse processamento. Apesar de distintas essas duas hipóteses não são 
excludentes. Em ambos os casos, as células principais (principalmente excitatórias) 
utilizam circuitos inibitórios como modulares de atividade ao longo de todo o 
hipocampo. 
Ao longo da década de 80, estudos neuroanatômicos utilizando marcadores 
anterógrados (estudos de mapeamento usando leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris, 
ver Gerfen e Sawchenko, 1984) demonstraram que as projeções hipocampais, com 
exceção das fibras musgosas (os axônios das células granulares do giro denteado), 
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são muito mais divergentes do que uma interpretação estrita da hipótese lamelar 
poderia sugerir (Amaral e Witter, 1989). Hoje acredita-se que as projeções 
hipocampais são extensas e altamente organizadas não só ao longo do eixo septo-
temporal, mas também ao longo do eixo transversal do hipocampo. Esse segundo 
tipo de projeção pode ser extremamente relevante na integração dos distintos níveis 
(ou lamelas) hipocampais (Zappone e Sloviter, 2004). Assim, a extrapolação de 
resultados obtidos in vitro para a fisiologia in vivo deve ser feita com cautela e 
preferencialmente modelos in vivo devem ser preferidos à in vitro quando do estudo 
das epilepias. 
 
Figura 2 – Esquema representativo do sistema límbico, com as principais aferências e eferências 
do hipocampo (área em cinza). Abreviações: PER: córtex perirrinal; POR: córtex pós-rinal; CEL: 
córtex entorrinal lateral; CEM: córtex entorrinal medial; GD: giro denteado; Sub: subículo. CA3 e 




A principal aferência da formação hipocampal emerge das camadas 
superficiais do córtex entorrinal. O feixe de axônios das células piramidais das 
camadas II e III recebe coletivamente o nome de via perfurante, pois seus axônios 
“perfuram” a fissura hipocampal e estabelecem contatos sinápticos com os dois 
terços externos da camada molecular do giro denteado, além dos dendritos apicais 
nas regiões de CA3 e CA1. A camada molecular é uma região pobre em corpos 
celulares, porém extremamente rica em dendritos, tanto das células granulares do 
giro denteado, como também de neurônios inibitórios, as chamadas células em 














cesto (ver abaixo). A via perfurante usa glutamato como neurotransmissor (Segal, 
1976) e por isso sua ativação leva a despolarização das células granulares e das 
células em cesto. Apesar de amplamente inervada pela via perfurante, as células 
granulares apresentam amplitudes discretas de potenciais excitatórios pós-
sinápticos após a estimulação da via perfurante (McNaughton e cols., 1981). Essa 
observação sugere que o disparo das células granulares depende fortemente da 
capacidade de somação temporal das aferências excitatórias. Por outro lado, as 
células em cesto apresentam um menor limiar de disparo, i.e., estímulos de menor 
intensidade evocam potenciais de ação preferencialmente nas células em cesto do 
que nas células granulares (Ribak, 1992; Patton e McNaughton, 1995). As células 
granulares são glutamatérgicas (Ottersen e Storm-Mathisen, 1984)1, enquanto as 
células em cesto são GABAérgicas (Ribak e cols., 1978; Gamrani e cols., 1986). 
Outros sistemas de neurotransmissão também estão presentes no giro denteado, 
como o sistema colinérgico e GABAérgico provenientes do septo (Frotscher e 
Leranth, 1985; Freund e Antal, 1988), o sistema noradrenérgico proveniente do 
locus coeruleus (Loy e cols., 1980) e o sistema serotonérgico proveniente do núcleo da 




As células granulares são excitatórias e projetam-se ipsolateralmente para o 
hilo (também chamada de região polimórfica do giro denteado) e para os dendritos 
proximais de CA3. Esses axônios são chamados de fibras musgosas, uma vez que 
esses terminais parecem estar recobertos por “musgo”. As células principais do 
Cornu Ammonis são chamadas de neurônios piramidais, pois apresentam um corpo 
celular em formato triangular. Do soma emergem dois sistemas dendríticos, um 
apical (único em CA1 e algumas vezes duplo em CA3) e outro basal. Os dendritos 
apicais ramificam-se na camada molecular (radiado e lacunoso-molecular) onde 
recebem contatos sinápticos da via perfurante, das fibras musgosas (somente CA3) 
e dos sistemas de projeção associacional e comissural (Blackstad, 1956; Amaral e 
Insausti, 1990). Os dendritos basais são oblíquos ao eixo celular, normalmente 
paralelos à camada celular e penetram o estrato oriens. Tanto os dendritos basais 
                                                 
1 Entretanto, existem importante estudos mostrando que as células granulares do giro denteado 
também produzem GABA, tanto em animais naïve como em situações patológicas, tais como as 
epilepsias experimentais (Schwarzer, C. e Sperk, G. (1995). Hippocampal granule cells express 
glutamic acid decarboxylase-67 after limbic seizures in the rat. Neuroscience 69, 705-709; Sloviter, 
R. S., Dichter, M. A., Rachinsky, T. L., Dean, E., Goodman, J. H., Sollas, A. L. e Martin, D. L. 
(1996). Basal expression and induction of glutamate decarboxylase and GABA in excitatory granule 
cells of the rat and monkey hippocampal dentate gyrus. J Comp Neurol 373, 593-618; Ramirez, M. e 
Gutierrez, R. (2001). Activity-dependent expression of GAD67 in the granule cells of the rat 
hippocampus. Brain Res 917, 139-146; Scharfman, H. E. (2002). Does the Development of a 
GABAergic Phenotype by Hippocampal Dentate Gyrus Granule Cells Contribute to Epileptogenesis. 
Epilepsy Curr 2, 63). 
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como apicais possuem espinhos dendríticos. Os axônios das células piramidais 
deixam a camada celular através do estrato oriens, em direção ao álveo e/ou 
fímbria. As células piramidais diferem quanto a morfologia e conectividade de 
acordo com a sub-estação em que estão localizadas, a região de CA3 (mais proximal 
do hilo) e a de CA1 (mais distal). Entre essas regiões, existe um pequeno grupo de 





A grande maioria das crises convulsivas são autocontroladas, ou seja, cessam 
espontaneamente. Entretanto, ocasionalmente, as crises ocorrem sucessivamente, 
sem que haja um período de recuperação mínimo entre um ataque e outro. Essa 
situação é conhecida como estado de mal epiléptico, ou status epilepticus (SE). O SE 
pode ser definido como uma crise longa, intensa e debilitante que dura 30 minutos 
ou mais, freqüentemente associada com alta mortalidade e longos períodos de 
morbidade. Além do grande impacto agudo que um episódio de SE causa na 
anatomia e no funcionamento do sistema nervoso central, existem ainda 
conseqüências devastadoras a longo prazo. Uma dessas conseqüências é o 
desenvolvimento subseqüente de uma condição epiléptica crônica, estando o 
sistema límbico freqüentemente envolvido com a origem ou o processamento dessa 
crise (para uma revisão, veja Coulter, 1999). Assim, um grande avanço científico 
seria o desenvolvimento de instrumentos farmacológicos capazes de evitar a 
epileptogênese gerada após um evento de SE, evitando, portanto a instalação da 
epilepsia. 
De forma genérica, o que caracteriza a condição epiléptica é um desequilíbrio 
entre as aferências excitatórias e inibitórias, resultando em uma hiperexcitação de 
determinada estrutura encefálica. Tal desequilíbrio parece ter início a partir de um 
SE (ou outro tipo de lesão) e ser acompanhado por uma reorganização neuronal. 
Dentre os processos de reorganização neuronal que acontecem no hipocampo, 
talvez o mais evidente e seguramente o mais estudado seja o brotamento das fibras 
musgosas. A Tabela 1 apresenta um resumo das principais teorias hipocampais para 
a epilepsia do lobo temporal. 
 
O brotamento das fibras musgosas 
 
O brotamento das fibras musgosas (BFM) é caracterizado pelo aparecimento 
de terminais ricos em Zn+2 na região supragranular do giro denteado. Esse 
brotamento aberrante é observado não só em encéfalos de pacientes com alguns 
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tipos de epilepsia e de animais de laboratório com crises espontâneas, mas também 
em situações não relacionadas a epilepsia. O brotamento caracteriza-se  por 
ramificações axonais (fibras musgosas) aberrantes das células granulares do giro 
denteado, que se projetam para a camada molecular do próprio giro denteado (local 
onde estão localizados os dendritos dessas mesmas células), promovendo um 
potente circuito monossináptico reverberante. Tal circuito foi primeiramente 
descrito por Tauck e Nadler (1985) utilizando os modelos de administração 
intracerebroventricular e intravenosa de ácido caínico (Tauck e Nadler, 1985). A 
participação do BFM como plasticidade importante nas epilepsias foi 
posteriormente confirmada com a sua observação no modelo animal do 
abrasamento (Sutula e cols., 1988) e em material humano (Sutula e cols., 1989; 
Babb e cols., 1991). Alguns autores acreditam que o BFM seja uma reorganização 
da rede neuronal em busca da homeostase que foi afetada pelo evento da crise, ou 
pelo SE, sendo portanto uma plasticidade inibitória por natureza, bloqueando 
portanto as crises (Ribak e Peterson, 1991; Sloviter, 1992). Outros, com base em 
registros eletrofisiológicos de tecidos epilépticos obtidos tanto de pacientes que 
apresentavam epilepsia do lobo temporal como de modelos animais em epilepsia, 
sustentam a idéia de que o BFM seria uma reorganização aberrante, excitatória por 
excelência e conseqüentemente responsável pelas crises (Tauck e Nadler, 1985; 
Babb e cols., 1991; Isokawa e cols., 1991; Isokawa e Mello, 1991; Cronin e cols., 
1992; Uruno e cols., 1994). Utilizando o modelo da pilocarpina e do ácido caínico, 
estudos do laboratório de Neurofisiologia da Unifesp (local onde este trabalho foi 
desenvolvido) demonstraram que o brotamento das fibras musgosas é um evento 
resultante do SE, porém muito provavelmente dissociado (nem excitatório nem 
inibitório) das subseqüentes crises convulsivas recorrentes e espontâneas (Longo e 
Mello, 1997; Longo e Mello, 1998; Longo e Mello, 1999). Esses resultados 
contudos permanecem um tanto controversos (Williams e cols., 2002). Utilizando o 
BFM como substrato anatômico ou não, outras teorias explicam a gênese das 
epilepsias do lobo temporal. A Tabela 1 resume essas principais linhas de 
pensamento. 
 
Proteínas cinases e sinalização intracelular 
 
Os principais determinantes da morfologia e da fisiologia de uma célula são 
as proteínas por ela expressa. Dentre essas proteínas estão as proteínas cinase e as 
proteínas fosfatases, enzimas capazes de adicionar e retirar, respectivamente, um 
radical fosfato de um substrato protéico. A fosforilação modifica rapidamente a 
função de proteínas, pois altera a conformação espacial molecular expondo (ou 
escondendo) sítios catalíticos e/ou regulatórios. Logo, a fosforilação se apresenta 
como importante mecanismo de sinalização intracelular independente de 
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transcrição e tradução gênica. Em geral, as cinases adicionam o radical fosfato em 
três tipos de aminoácidos, i.e., serina (Ser), treonina (Thr) e tirosina (Tyr). 
 
Tabela 1 – Principais teorias sobre o funcionamento do giro denteado 
nas epilepsias do lobo temporal 
(*) inibição da inibição deficiente (poucos neurônios GABAérgicos), i.e., 
desinibição. Usa o modelo de crises espontâneas em cobaias. 
(Ribak e Peterson, 1991; Ribak e Peterson, 1992) 
 
(*) células em cesto dormentes. A morte das células musgosas diminuiria a 
excitação sobre as células em cesto, fazendo-as "dormir". 
(Sloviter, 1991; Sloviter e cols., 2003) 
 
(*) fibras musgosas fazem contatos excitatórios “de novo” sobre as células 
granulares, criando assim um circuito de retro-alimentação excitatório.  
(Tauck e Nadler, 1985; Buckmaster e cols., 1996; Buckmaster e cols., 2002) 
 
(*) liberação de GABA por neurônios excitatórios (células granulares). 
(Gutierrez, 2000; ver Dudek e Shao, 2002; Scharfman, 2002; Gutierrez, 2003) 
 
(*) células musgosas irritáveis (respondem com salvas de potenciais de ação 
a estimulação da via perfurante). 
(Santhakumar e cols., 2000; Ratzliff e cols., 2002)  
 
(*) colapso da inibição induzido pela liberação de Zn+2. 
(Buhl e cols., 1996; comentário Dudek, 2001)  
Essas teorias sugiram a partir do estudo de material de indivíduos com 
epilepsia, bem como dados oriundos dos modelos animais da pilocaprina, 
ácido caínico, abrasamento e crises espontâneas em cobaias.  
 
O estado de fosforilação celular depende do grau de ativação (ou inativação) 
das proteínas cinase e fosfatase, da afinidade dessas enzimas por seus respectivos 
substratos, além da concentração e disponibilidade da cinase, fosfatase e proteína 
alvo. Assim, a fosforilação e a desfosforilação são processos inversos mas que 
compartilham alguns princípios em comum, independente do sistema que as ativa. 
Primeiramente, mais do que uma simples comunicação linear, complexas relações 
de cooperação parecem existir na transdução da informação entre os espaços extra 
e intracelular (Pawson, 1995). Desta constatação deriva a segunda característica 
comum à essas substâncias: a relevância do posicionamento espacial. Para que as 
proteínas cinase (ou fosfatase) possam ser ativadas, elas devem estar próximas de 
canais iônicos e proteínas da membrana celular onde múltiplos sinais provenientes 
de diferentes sinapses que podem ser integrados no interior da célula, a unidade 
funcional do sistema nervoso. Em terceiro lugar, o sistema de fosforilação permite 
uma grande amplificação do sinal, uma vez que uma única molécula pode fosforilar 
muitos substratos. Além disso, alguns sistemas de cinase podem fosforilar as 
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“enzimas irmãs” (processo denominado de autofosforilação) que se encontram no 
estado desfosforilado. Em quarto lugar, os sistemas de cinases podem interagir 
entre si, com uma via favorecendo ou até mesmo ativando uma outra cascata de 
fosforilação. Em último lugar, alguns sistemas de cinase funcionam como cinases 
“cognitivas”, pois apresentam uma “memória” molecular. Esta memória molecular 
modula a atividade enzimática de acordo com a história prévia da cinase. Sendo 
assim, que uma menor concentração de segundo mensageiro já é suficiente para 
produzir o mesmo grau de ativação da cinase que na situação anterior. Uma revisão 
da função das proteínas cinases foge do escopo desta tese e pode ser encontrada 
em inúmeros livros textos de neurociência e bioquímica (Kandel e cols., 2000). A 
seguir veremos como algumas proteínas específicas de cascatas fosforilação atuam 
na plasticidade celular observada no sistema nervoso central. 
 
Fosforilação de resíduos de tirosina e crises convulsivas 
 
Proteínas cinase que fosforilam resíduos de Tyr em proteínas-chave 
participam em numerosos processos celulares, estando normalmente associadas 
com a regulação do crescimento e da diferenciação celular. Entretanto, estudos 
realizados na última década sugerem a participação dessa grande família de cinases 
em processos de plasticidade sináptica, como memória (para uma revisão, Purcell e 
Carew, 2003). No sistema nervoso, a fosforilação em resíduos de tirosina é 
controlada principalmente por três cascatas intracelulares: [1] a família Src dos não-
receptores tirosina cinase, ativados por proteínas G e receptores metabotrópicos; 
[2] o receptor tirosina cinase Trk, ativado pelas neurotrofinas;  e [3] o receptor 
tirosina cinase Eph, ativado pelas efrinas (moléculas de adesão celular). 
Apesar do crescente número de trabalhos relacionando as proteínas tirosina 
cinase em processos de memória, são escassos os trabalhos que relacionam essa 
grande família de proteínas com processos de epileptogênese. O primeiro trabalho 
realizado para investigar a participação das proteínas tirosina cinases em modelos 
de epilepsia foi realizado no começo da década de 1990 (Jope e cols., 1991). 
Utilizando a técnica de Western-Blot, os autores demonstraram que agentes 
convulsivos (pilocarpina e ácido caínico) aumentam a fosforilação em resíduos de 
tirosina em frações citosólicas de córtex, hipocampo e amigdala. Esse aumento de 
fosforilação em resíduos de tirosina no hipocampo, mas não no cerebelo, é 
dependente da ativação de receptores NMDA (Gass e cols., 1993). Posteriormente, 
utilizando a técnica de imuno-histoquímica, Funke e cols. (1998) mostraram um 
maciço aumento na fosforilação de resíduos de tirosina 8 horas, que desaparece às 
12h, após o SE induzido pela pilocarpina restrito à região de CA3 no hipocampo 
(Funke e cols., 1998). Entretanto, os trabalhos citados não esclarecem qual dos 
sistemas de proteínas tirosina cinase envolvidos nesse aumento de fosforilação de 
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resíduos de tirosina. Assim, faremos uma breve revisão dos recentes trabalhos que 
descrevem a participação de cada uma das três famílias acima citadas nos processos 
de plasticidade celular e epilepsia. 
 
Cinases da família Src 
 
Os constituintes desta família são cinases solúveis e não atuam como 
receptores, de acordo com a definição clássica (onde um receptor deve estar em 
uma posição fixa no espaço, ancorado a um grupo de proteínas ou à membrana 
celular). Eles foram inicialmente descritos como proto-oncogenes devido a sua 
capacidade de regular a proliferação e a diferenciação celular (Stehelin e cols., 
1976). Durante o desenvolvimento essa família de cinases regula a diferenciação 
neuronal e o crescimento de dendritos e axônios (Maness, 1992), enquanto que no 
sistema nervoso já constituído, essas cinases estão envolvidas com o controle da 
atividade de canais iônicos e a transmissão sináptica (Ali e Salter, 2001). A cinase 
Src é o protótipo dessa família de cinases por ter sido a primeira a ser descrita. Ela 
contém mais outros 8 membros (9 no total), sendo que 5 estão presentes no 
sistema nervoso central (Fyn, Lyn, Lck, Yes e a própria Src). Dessas cinco cinases, 
apenas duas delas (Src e Fyn) estão presentes na zona pós-sináptica podendo estar 
associadas à complexos de receptores NMDA (Husi e cols., 2000). Elas são 
proteínas de pequeno tamanho (~52-62 kDa) e apresentam três regiões com 
seqüências de aminoácidos comuns, o domínio catalítico SH1 (do inglês, Src 
homology) e os domínios regulatórios SH2 e SH3. Essa família de cinases modula 
diferentes canais iônicos, incluindo Kv1.3, Kv1.5 e o receptor NMDA (Holmes e 
cols., 1996a; Holmes e cols., 1996b; Fadool e cols., 1997; Yu e cols., 1997; Ali e 
Salter, 2001). Para uma revisão detalhada a respeito da estrutura, cinética e fisiologia 
dessa família de cinases o leitor deve procurar os trabalhos de Michael W. Salter 
(Husi e cols., 2000; Kalia e cols., 2004; Salter e Kalia, 2004). 
A primeira evidência de que essa família de cinase estaria envolvida em 
processos de plasticidade sináptica vieram de um trabalho com camundongos que 
apresentavam uma mutação no gene fyn (Grant e cols., 1992). Esses animais 
apresentavam prejuízo de aprendizagem e reduzida potenciação duradoura. A 
inserção do gene fyn nos animais mutantes recuperou o déficit de aprendizagem e  a 
potenciação duradoura (Kojima e cols., 1997). A partir de então, vários trabalhos 
elucidaram o mecanismo pela qual essa família de cinases interfere com a 
plasticidade sináptica (para uma revisão, ver Kalia e cols., 2004). Basicamente, 
estímulos de alta freqüência (estimulação tetânica) ativam a proteínas cinase da 
família Src por meio de proteínas G associadas a receptores metabotrópicos. Por 
sua vez as Src fosforilam diretamente subunidades NR2 do receptor NMDA e 
outras proteínas associadas ao complexo NMDA (Lu e cols., 1998). Essas 
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fosforilações ocorrem em resíduos de tirosina e têm como conseqüência o aumento 
da condutância do receptor NMDA. O aumento do influxo de Ca+2 decorrente 
desse aumento de condutância dispara cascatas intracelulares que resultam em um 
aumento da eficiência sináptica (Lu e cols., 1998).  
Os inibidores de proteínas tirosina cinase bloqueiam a potenciação 
duradoura nas sinapses dos colaterais de Schaffer sobre as células piramidais de 
CA1 (lavendustina e genisteina, drogas correlatas da herbimicina; Huang e Hsu, 
1999) e nas sinapses da via perforante sobre as células granulares (herbimicina e 
lavendustina; Abe e Saito, 1993). De acordo com os autores, esse efeito estaria 
relacionado a capacidade desses inibidores em atenuar a sinalização pelas tirosina 
cinases Src.  
Apesar da abundância dos trabalhos com cinases da família Src e potenciação 
sináptica, poucos são aqueles que abordam o tema da epileptogênese. Em 
experimentos in vivo, crises induzidas por ácido caínico (status epilepticus durante 4 
horas) aumentam a fosforilação em resíduos de tirosina (Wyneken e cols., 2001), 
principalmente localizados em subunidades de receptores NMDA (Moussa e cols., 
2001). O estado de mal epiléptico induzido pelo ácido caínico modifica a 
concentração de RNAm de src no hipocampo, aumentando ligeiramente no giro 
denteado e região CA1 e diminuindo em CA3 (Zoubaa e cols., 2002). Entretanto, 
essa diminuição em CA3 pode ser explicada pela maior susceptibilidade dessas 
células ao insulto com ácido caínico (Theoret e cols., 1988; Shetty e Turner, 1999; 
Schmitz e cols., 2001). A inibição da atividade das tirosina cinases (inespecífica) 
diminui a morte neuronal no hipocampo após a administração de ácido caínico ou 
após isquemia (Ohtsuki e cols., 1996). Assim como demonstrado em modelos de 
aprendizagem e memória, camundongos transgênicos para a proteína cinase Fyn 
apresentam retardo na evolução de crises no modelo do abrasamento (Cain e cols., 
1995) enquanto que um aumento da expressão da proteína cinase Fyn acelera o 
desenvolvimento de crises no mesmo modelo (Kojima e cols., 1998). Sanna e 
colaboradores demonstraram o envolvimento das proteínas tirosina cinase Src na 
gênese da atividade epileptiforme produzida in vitro na região de CA3 no modelo de 
epilepsia decorrente da subtração de Mg+2 do meio extrecelular (Sanna e cols., 
2000). Entretanto, apesar dos autores do artigo afirmarem que o modelo utilizado 
por eles é um modelo de “epileptogênese”, o trabalho não avaliou a contribuição 
das cinases Src na epileptogênese e sim na gênese da atividade epileptiforme (ictogênese). 
Na mesma linha de investigação (i.e., atividade epileptiforme em fatias de 
hipocampo), Zhao e colaboradores demonstraram que inibidores inespecíficos das 
proteínas tirosina cinase (genisteína) e antagonistas específicos das proteínas 
tirosina cinase Src (PP2, do inglês 4-amino-5-(4-chlorophenyl-7-(t-butyl)pyrazolo[3,4-
D]pyrimidine) são capazes de inibir o aparecimento de salvas de atividade 
epileptiforme em fatias de hipocampo estimuladas pela aplicação do agonista de 
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receptores metabotrópicos do tipo 1 (mGluR1) (S)-3,5-diidroxifenilglicina (DHPG) 





 Os fatores neurotróficos são polipeptídios liberados localmente (Lessmann e 
cols., 2003) capazes de alterar, de forma decisiva, o funcionamento e o destino de 
uma célula. Eles pertencem a famílias de moléculas muito similares estrutural e 
funcionalmente (Ibanez, 1998). As neurotrofinas (NT)2 são proteínas de 
aproximadamente 13 kDa e fazem parte de uma dessas famílias. Provavelmente elas 
apresentam uma mesma origem (Ibanez, 1998), pois são altamente conservadas ao 
longo da escala evolutiva (Butte, 2001). O arquétipo das neurotrofinas é o fator de 
crescimento neural (NGF, do inglês nerve growth factor), mas ainda fazem parte desta 
família o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF, do inglês brain derived 
neurotrophic factor), a neurotrofina 3 (NT-3), a neurotrofina 4/5 (NT-4/5) e a 
neurotrofina 6 (NT-6). 
A sinalização das neurotrofinas é mediada por proteínas específicas que 
atravessam a membrana celular (transmembrânicas): os receptores tirosina cinase 
Trk e o receptor de neurotrofinas p75 (p75NTR). A interação entre esses receptores 
e as neurotrofinas ocorre no espaço extracelular e desencadeia a dimerização do 
receptor com conseqüente autofosforilação em resíduos de tirosina no espaço 
intracelular. Existem três tipos de receptores Trk, denominados TrkA, TrkB e 
TrkC, que ligam com alta afinidade os diferentes tipos de neurotrofinas. Por outro 
lado, todas as neurotrofinas se ligam ao receptor p75NTR com baixa afinidade 
produzindo variadas respostas intracelulares (Dechant e Barde, 1997). 
Os receptores Trk são membros da família de proto-oncogenes trk, 
receptores tirosina cinase, relacionados a outros receptores de peptídeos, tais como 
a insulina e o fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglês "epidermal growth 
factor"). Apesar da atividade cruzada ser possível, em neurônios, o receptor trkA é 
basicamente um receptor para NGF, o receptor trkB para BDNF e NT-4/5 e o 
receptor trkC um receptor para NT-3 (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Neurotrofinas e seus respectivos receptores. 
Neurotrofina Receptor 
NGF TrkA e p75NTR * 
BDNF TrkB e p75NTR * 
                                                 
2 Também fazem parte da grande família de fatores neurotróficos, juntamente com as 
neurotrofinas, o fator neurotrófico derivado de glia (GDNF, do inglês glia—derived neurotrophic 
factor) e o fator neurotrófico ciliar (CNF, do inglês ciliary neurotrophic factor). 
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NT-3 TrkC, TrkA*, TrkC* e p75NTR * 
NT-4/5 TrkB e p75NTR * 
NT-6 ? 
* baixa afinidade. A partir de Gotz e cols., 1994 e Lindsay, 1994. 
 
A sinalização duradoura pelas neurotrofinas é essencial para a sobrevivência 
(Davies, 1994) e diferenciação de muitas populações neuronais no sistema nervoso 
central (Lewin e Barde, 1996; Zhou e Bradford, 1997). Os fenômenos de 
sobrevivência e diferenciação necessitam de um certo “tônus neurotrófico” tanto 
durante o desenvolvimento como após a maturação do organismo (para uma 
revisão veja Kaplan e Miller, 2000). Além disso, há um crescente aumento das 
evidências que embasam a idéia de que as neurotrofinas também participam da 
plasticidade neuronal dependente de atividade elétrica que ocorre no 
desenvolvimento e na manutenção dos contatos sinápticos do sistema nervoso 
central (para uma revisão; Lo, 1995; Thoenen, 1995). Ainda, a rápida alteração da 
sua expressão gênica observada após lesão ao sistema nervoso (i.e., uma crise 
epiléptica) sugere a participação desses fatores no fenômeno da epileptogênese 
(Lindvall e cols., 1994). 
 
Plasticidade neuronal: potenciação duradoura 
 
As evidências para o envolvimento das neurotrofinas na plasticidade 
neuronal surgem das observações feitas em sistemas neuronais in vivo, através de 
manipulações farmacológicas e/ou genéticas, bem como por experimentos 
realizados em uma variedade de situações ex vivo e in vitro. 
 As ações modulatórias agudas das neurotrofinas sobre o 
funcionamento das sinapses já estão bem documentadas em inúmeros trabalhos 
(Kang e Schuman, 1995a; Kang e Schuman, 1995b; Levine e cols., 1995; Figurov e 
cols., 1996; Lessmann e Heumann, 1998; McAllister e cols., 1999; Schuman, 1999; 
Schinder e Poo, 2000; Thoenen, 2000; Poo, 2001; Klann e cols., 2004; Morimoto e 
cols., 2004). Entretanto, nos processos de plasticidade dependente de atividade 
envolvendo neurotrofinas descritos até o momento, o BDNF parece desempenhar 
um importante papel quando comparado com as outras neurotrofinas. 
Inicialmente, foi demonstrado que o BDNF endógeno é necessário para alguns 
tipos de LTP evocadas no hipocampo (Korte e cols., 1995; Korte e cols., 1996; 
Patterson e cols., 1996). Paralelamente, a aplicação de BDNF exógeno em fatias de 
hipocampo de animais jovens (que normalmente apresentam apenas potenciação de 
curta duração) (Figurov e cols., 1996) e adultos (Levine e cols., 1995; Kang e 
Schuman, 1995b) acentua a potenciação após a aplicação de estímulos tetânicos. 
Esse efeito do BDNF é mediado pelo seu receptor específico, o TrkB (Figurov e 
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cols., 1996; Kang e cols., 1997). Os autores sugerem que o complexo BDNF-TrkB 
atenua a fadiga sináptica e por esse motivo particpa de modo relevante na 
modulação in vivo da atividade sináptica de alta freqüência (Figurov e cols., 1996). 
Posteriormente, Jarvis e colaboradores (1997) demonstraram que as 
correntes evocadas por NMDA (agonista glutamatérgico) e acompanhadas de 
mudanças na concentração de cálcio intracelular eram potenciadas por baixas 
concentrações (na faixa de ng/mL) de BDNF (Jarvis e cols., 1997). Essas 
potenciações tinham um caráter bastante fugaz, ou seja, eram de rápida instalação e 
seu efeito de curta duração. Utilizando técnicas eletrofisiológicas aplicadas sobre 
cultura hipocampal, os grupos de Eric Levine nos Estados Unidos e Dae-Kyu Song 
na Coréia do Sul (1998) demonstraram a capacidade do BDNF, mas não do NGF 
ou da NT-3, em aumentar a responsividade de neurônios hipocampais ao 
glutamato aplicado iontoforeticamente (Levine e cols., 1998; Song e cols., 1998). 
De acordo com esses autores, o BDNF é capaz de aumentar as correntes 
excitatórias pós-sinápticas através da ativação dos receptores NMDA, inibindo os 
receptores não-NMDA. 
 Entretanto, qual é o exato mecanismo pelo qual a sinalização BDNF-TrkB 
modula a plasticidade sináptica? Muitos autores argumentam que o efeito das 
neurotrofinas ocorre após o transporte retrógrado do complexo neurotrofina-
receptor (para uma revisão; Miller e Kaplan, 2001). Entretanto, em preparações de 
sinaptossomos, a adição de BDNF é responsável por aumentar a eficiência do 
terminal pré-sináptico (i.e., aumento da quantidade de neurotransmissor liberado 
por diferentes estímulos químicos despolarizantes, como a 4-aminopiridina (4-AP), 
um bloqueador dos canais de K+ ou o Ca2+. Os autores mostram que o BDNF 
promove a dimerização e subseqüente autofosforilação dos receptores TrkB e que 
esses ativam a via da proteína cinase ativada por mitógeno (MAP-cinase), com 
conseqüente modulação do estado de fosforilação basal da sinapsina I (Jovanovic e 
cols., 2000). Paralelamente à abordagem “pré-sináptica”, relatos também 
demonstram a participação das neurotrofinas na região pós-sináptica.  
Inicialmente, demonstrou-se que as neurotrofinas são capazes de evocar uma 
rápida excitação neuronal através dos receptores TrkB (Kafitz e cols., 1999). Os 
autores demonstraram pela primeira vez que as neutrofinas são capazes de evocar 
potenciais de ação no sistema nervoso central, com a seguinte ordem decrescente 
em capacidade de despolarização: BDNF > NT-4,5 > NT-3 > NGF. Os autores 
audaciosamente sugerem serem as neurotrofinas as substâncias neuroexcitantes 
mais potentes descritas no sistema nervoso de mamíferos. Posteriormente, 
demonstrou-se que a aplicação de BDNF induz a um aumento transiente da 
concentração de Ca+2 intracelular em dendritos e espinhos dendríticos, mediado 
por um canal de Na+ insensível a tetrodotoxina (Blum e cols., 2002), capaz de 
induzir potenciação duradoura quando pareado com fracas estimulações elétricas 
(Kovalchuk e cols., 2002). 
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Tomados em conjunto, esses dados sugerem a ação das neurotrofinas sobre 
sistemas intracelulares dotados de grande capacidade de amplificação do sinal (uma 
vez que baixas doses causam uma intensa despolarização) levando ao resultado 
final: a ativação exacerbada dos receptores NMDA. Esse efeito poderia atuar de 
maneira sinérgica ao sistema Src-cinase (ver acima). 
 
Epilepsia e neurotrofinas 
 
 Impulsionados pelo crescente número de publicações com neurotrofinas e 
plasticidade neuronal, a partir da década de 90, muitos pesquisadores resolveram 
observar os níveis de neurotrofinas em pacientes com epilepsia. Assim, Akoev e 
colaboradores (1996) demonstraram que o fluido cerebroespinhal de pacientes com 
epilepsia tinha a capacidade de promover o crescimento neurítico em culturas 
organotípicas da raiz do gânglio dorsal (Akoev e cols., 1996). Esse efeito foi 
parcialmente atenuado pela adição ao meio de cultura de um anticorpo anti-NGF. 
Entretanto, os autores não utilizaram CSF de indivíduos sem epilepsia para o 
tratamento das culturas controle, impossibilitando a afirmação de que a epilepsia 
aumenta a concentração de NGF em CSF de pacientes epilépticos. Takahashi e 
colaboradores (1999) demonstram que pacientes com epilepsia do lobo temporal 
de difícil tratamento apresentam níveis de BDNF (mas não de outras 
neurotrofinas) aumentados de 2 a 3 vezes em relação à indivíduos sem epilepsia e 
que esse aumento correlaciona-se com os níveis do neuropeptídio Y (Takahashi e 
cols., 1999). 
Dois trabalhos realizados por grupos independentes observaram que as 
células granulares do hipocampo de pacientes com epilepsia intratável (refratários 
ao tratamento farmacológico convencional) apresentam um aumento significante 
na hibridização in situ de BDNF, em comparação com material extraído de 
necrópsias (Mathern e cols., 1997; Murray e cols., 2000). Esse aumento 
correlaciona-se negativamente com a duração da epilepsia (Murray e cols., 2000) e 
com o brotamento aberrante das fibras musgosas (Mathern e cols., 1997). Os 
autores discutem a semelhança qualitativa entre os dados obtidos e aqueles 
presentes na literatura, envolvendo animais de experimentação, e sugerem que as 
alterações nos níveis de RNAm de BDNF poderiam explicar a etiologia de algumas 
alterações morfológicas vistas em pacientes com epilepsia. Ainda, Aronica e 
colaboradores (2001) mostraram que pacientes com tumores e epilepsia apresentam 
imuno-marcação aumentada para BDNF e TrkB e que essa marcação se co-localiza 
com subunidades NR1 e NR2A/B de receptores NMDA (Aronica e cols., 2001). 
Uma pergunta que buscamos esclarecer foi: como e qual a contribuição das 
neurotrofinas, em especial o BDNF, para o processo de epileptogênese? Por um 
lado, animais tratados com anticorpos contra neurotrofinas ou camundongos 
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heterozigotos (+/-) para o BDNF apresentam um retardo no abrasamento (Kokaia 
e cols., 1995; Van der Zee e cols., 1995). Esse processo parece ser mediado pela 
interação do BDNF e seu receptor (trkB) na região hipocampal de CA3 (Binder e 
cols., 1999a; Binder e cols., 1999b; Binder e cols., 2001). Por outro lado, uma 
mutação pontual na região shc do receptor trkB parece não alterar o padrão 
temporal da epileptogênese induzida pelo abrasamento (He e cols., 2003), apesar de 
que o apagamento total do receptor TrkB interrompe completamente a evolução 
das crises comportamentais, mas não eletrográficas, no abrasamento (He e cols., 
2004). 
 
A família das efrinas e seus receptores Eph 
 
 Os receptores tirosina cinase Eph3 e seus ligantes, as efrinas, participam no 
estabelecimento das primeiras conexões entre neurônios durante o 
desenvolvimento do sistema nervoso. Essas proteínas (receptores e ligantes) são 
expressas de maneira diferenciada, com padrões espaciais e temporais variáveis (de 
acordo com o estado de maturação do organismo), com funções específicas 
dependentes da via nervosa (Zhou, 1998; Wilkinson, 2001) e com ações distintas 
dependendo da espécie do ser vivo (Manning e cols., 2002). O sistema nervoso de 
mamíferos apresenta 14 genes que codificam para o receptor Eph (9 codificam para 
a super-família EphA e 5 codificam para a super-família EphB) e 8 genes que 
codificam os ligantes. As 5 efrinas-A estão ancoradas à membrana celular por uma 
molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI), enquanto que as 3 efrinas-B são 
proteínas transmembrânicas (Yamaguchi e Pasquale, 2004). 
 A participação das efrinas e dos receptores Eph na fisiologia do sistema 
nervoso já desenvolvido também já foi descrita (para uma breve revisão; Murai e 
Pasquale, 2002). Primeiramente, como essa família de moléculas está ancorada a 
membrana celular, a sinalização entre efrinas e seus receptores necessita da 
proximidade entre as células, o que normalmente ocorre nos pontos de contato 
relevantes para elas. Em segundo lugar, essa justaposição celular aumenta a 
complexidade dos agrupamentos protéicos. Esses grupamentos são fundamentais 
para a sinalização celular mediada pelos complexos efrinas-Eph (Himanen e cols., 
2001). Em terceiro lugar, por também estarem ligadas a membrana celular, as 
efrinas (os ligantes dos receptores Eph) também emitem sinais para o meio 
intracelular. Assim, o complexo efrina-Eph resulta numa sinalização bidirecional, 
que pode ser relevante para a fisiologia da sinapse (Murai e Pasquale, 2003). 
                                                 
3 A sigla Eph (do inglês, erythropoietin-producing hepatocellular carcinoma) vem do nome da 
linhagem celular da qual o DNA desse receptor foi pela primeira vez isolado (Hirai, H., Maru, Y., 
Hagiwara, K., Nishida, J. e Takaku, F. (1987). A novel putative tyrosine kinase receptor encoded by 
the eph gene. Science 238, 1717-1720; citado por Murai, K. K. e Pasquale, E. B. (2003). 'Eph'ective 
signaling: forward, reverse and crosstalk. J Cell Sci 116, 2823-2832). 
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 Em cultura de neurônios hipocampais e corticais os receptores EphB (em 
especial o EphB2) co-localizam com os receptores NMDA (Dalva e cols., 2000). 
No dia 20 de dezembro de 2001, três artigos independentes demonstram com 
distintas técnicas a importância dos receptores EphB2 na gênese da potenciação 
duradoura (Grunwald e cols., 2001; Henderson e cols., 2001; Takasu e cols., 2002). 
Os autores desses trabalhos demonstram que a ativação dos receptores EphB2 
aumenta a condutância do receptor NMDA após a aplicação de glutamato e que 
animais knock-out para o gene do receptor EphB2 apresentam atenuação da fase 
tardia da potenciação duradoura (Grunwald e cols., 2001). O grupo do Michael 
Greenberg demonstra ainda que a fosforilação do receptor NMDA pelo receptor 
EphB ocorre através da fosforilação da proteína tirosina cinase Src (Takasu e cols., 
2002). 
 Apesar da relativa abundância de estudos e relatos sobre a participação das 
efrinas e seus receptores na plasticidade sináptica dependente de atividade, poucos 
são os trabalhos que avaliam essas moléculas nos mecanismos de morte neuronal e 
epileptogênese. Inicialmente, foi descrito que a destruição de neurônios piramidais 
em CA3 após a infusão intraventricular de ácido caínico resulta em um aumento 
agudo (3 dias) da expressão de EphB2, EphA4 e EphA5 em neurônios piramidais 
de CA1 (Moreno-Flores e Wandosell, 1999). Os níveis retornam a valores próximos 
dos basais após 5 dias da administração de ácido caínico. Em outro trabalho mais 
recente, Xu e colaboradores demonstraram que a infusão continuada 
intracerebroventricular de imunoglobulinas IgG-EphA5 (agonista dos ligantes 
efrinas-A e antagonista dos receptores endógenos EphA5) retarda o 
desenvolvimento do abrasamento, enquanto que imunoglobulinas IgG-efrina-A5 
(agonista dos receptores endógenos EphA5 e antagonista dos ligantes efrinas-A) 
facilitam o abrasamento (Xu e cols., 2003). O mesmo trabalho não detectou 




 De acordo com as descrições feitas acima, podemos concluir que cada uma 
das três famílias de tirosinas cinase participam de modo importante na plasticidade 
sináptica decorrente de atividade elétrica (condicionamento Hebbiano4). 
                                                 
4 De acordo com Donald O. Hebb (The organization of behavior: a neuropsychological theory, John 
Wiley & Sons, Londres, 1949, pp.62-63 e pp.229-231), a persistência ou repetição de uma atividade 
reverberante induz alterações celulares duradouras que ajudam na estabilidade da conexão entre as 
partes envolvidas. Essa hipótese foi enunciada da seguinte forma: “When an axon of cell A is near 
enough to excite a cell B and repeatedly or persistently takes place in firing it, some growth 
process or metabolic changes takes place in one or both cells such that A´s efficiency, as one of the 
cells firing B, is increased”. Assim, acreditamos que “o processo de crescimento” e “alterações 
metabólicas” citados por Hebb possam atualmente serem substituídas pelas proteínas tirosina 
cinases mencionadas no texto. 
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Entretanto, como essas três vias interagem, sinérgica ou antagonicamente, na 
consolidação dessas alterações da eficiência sináptica? Qual a influência de uma via 
específica sobre a outra? Ou ainda, qual a relevância dessas cinases dentro dos 
sistemas de segundos mensageiros existente no meio intracelular? 
 Uma interessante hipótese foi formulada por Thomas Carew, com um 
enfoque de aprendizagem e memória (Purcell e Carew, 2003). Os autores sugerem 
que cada cascata intracelular de cinases é necessária em diferentes momentos do 
processo de aprendizagem e memória, ou no estabelecimento do 
aumento/diminuição da eficiência sináptica. Assim, a família da tirosina cinase Src 
seria importante nas fases iniciais do processo de indução de plasticidade, pois são 
proteínas capazes de aumentar o influxo de Ca+2 pelos canais NMDA, que por sua 
vez, dispara sinais necessários para a potenciação das conexões sinápticas. Por 
outro lado, os receptores Trk e Eph teriam uma participação mais relevante no 
processo de manutenção dessa plasticidade (Purcell e Carew, 2003). Essa hipótese é 
baseada em alguns fatos importantes, mencionados abaixo. 
 Primeiramente, um “tônus bioquímico” de neurotrofinas (em especial de 
BDNF) é necessário para que qualquer tipo plasticidade aconteça. Em segundo 
lugar, a sinalização BDNF-TrkB é fundamental para a fase tardia da potenciação 
duradoura, ou seja, na fase dependente de síntese protéica. Em terceiro lugar, a 
sinalização entre efrinas-Eph é necessária para a manutenção da quantidade 
desejada de receptores (NMDA, por exemplo) e canais iônicos em posições 
estratégicas da membrana celular (i.e., espaços sinápticos ou extrassinápticos). 
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Aumento da fosforilação em resíduos de tirosina
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Figura 2 – Mecanismos hipotéticos do envolvimento da fosforilação dos resíduos de 
tirosina na epileptogênese. Diferentes estímulos podem levar a um aumento nos níveis 
de fosforilação dos resíduos de tirosina por meio de três cascatas intracelulares: as Src 
cinases, o complexo BDNF/TrkB e as efrinas/Eph. Essa fosforilação apresenta efeitos 
imediatos (principalmente por meio das Src cinases) e efeitos de longa duração 
(principalmente por meio dos receptores TrkB e Eph). Para maiores detalhes, ver texto 
“Visão geral”. Modificado a partir de Binder e cols. (2001). 
 
A Figura 2 representa o esquema hipotético no qual baseamos nossa 
hipótese de trabalho (Capítulos 1 e 2). Utilizamos a administração 
intracerebroventricular de inibidores de tirosina cinase (herbimicina A e K-252a) 
como promissoras ferramentas farmacológicas antiepileptogênicas. 
 
 Cinase dependente de Cálcio/Calmodulina 
 
Muitos dos efeitos intracelulares do Ca2+ são mediados pela sua associação à 
calmodulina. O complexo Ca2+/calmodulina (CaM) se liga à cinase dependente de 
CaM (CaMK), resultando na fosforilação de uma ampla gama de substratos, dentre 
eles a sinapsina I, canais de cálcio, a Ca2+-ATPase, fatores de transcrição e 
receptores glutamatérgicos. Logo, as CaMK (existem três tipo no sistema nervoso; 
I, II e IV) apresentam características de cinases multifuncionais. Essas cinases são 
ativadas com o aumento da concentração intracelular de Ca2+, proveniente tanto de 
canais de cálcio localizados na membrana plasmática quanto de canais sensíveis ao 
inositol trifosfato (IP3) presentes na membrana do retículo endoplasmático liso. 
As CaMK são encontradas em todos os tecidos, porém os neurônios 
apresentam uma grande quantidade dessas cinases, perfazendo aproximadamente 
2% de todas as proteínas presentes no hipocampo. A CaMK tipo II (CaMKII) é a 
principal cinase estudada neste grupo. Ela é uma enzima multimérica, consistindo 
de 10 a 12 subunidades derivadas de quatro genes homólogos (, , , ) que 
codificam diferentes isoformas da cinase (variando de 54 kDa a 65 kDa por 
subunidade).  Elas apresentam em um único polipeptídeo os subdomínios 
reguladores e catalíticos e a regulação por processos de autofosforilação representa 
um importante aspecto destes tipos de cinases.  
 Estímulos de baixa freqüência levam a ativação submáxima da cinase a cada 
estímulo, enquanto que estímulos de alta freqüência resultam em um maior 
recrutamento das subunidades da cinase, tornando-a mais ativa e autônoma em 
relação ao seu sistema de segundo mensageiro (CaM). Em estímulos de alta 
freqüência, o intervalo entre as ondas de Ca2+ é muito pequeno para permitir a 
desfosforilação ou a dissociação entre a calmodulina e as subunidades da cinase. 
Deste modo, aquelas subunidades fosforiladas (e, portanto ativas, capazes de 
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realizar uma reação de fosforilação) podem fosforilar as subunidades vizinhas. 
Conforme descrito anteriormente, esta cinase pode ser considerada como protótipo 
de uma cinase “cognitiva” porque apresenta processos de “memória” molecular 
(autofosforilação) e seus substratos alvos são proteínas envolvidas na plasticidade 
sináptica (Silva, 2003). 
 Já está bem documentado a capacidade da CaMKII em regular a distribuição 
e concentração de receptores glutamatérgicos (Lisman e cols., 2002) e 
GABAérgicos (Churn e DeLorenzo, 1998), sendo portanto uma importante 
proteína moduladora da excitabilidade neuronal. Muitos trabalhos demonstraram 
que a atividade da CaMKII encontra-se reduzida após um crise apesar da 
concentração da proteína não estar reduzida (Bronstein e cols., 1988; Wu e cols., 
1990; Churn e DeLorenzo, 1998; Blair e cols., 1999; Kochan e cols., 2000) e a 
fosforilação do aminoácido Thr-286 (resíduo 286, que possibilita que a cinase fique 
ativa autonomamente) encontrar-se aumentada (Zhou e cols., 1994). A análise 
dessas observações parecem ser paradoxais. Para explicar esses resultados, 
argumenta-se que a ativação da CaMKII por uma crise (ou estado de mal 
epiléptico) resulta na agregação da proteína, inativando-a. 
 Recentemente, Elgersma e colaboradores (2002) verificaram que 
camundongos transgênicos para a proteína CaMKII (os animais TT305/6VA, que 
apresentam uma mutação dupla, trocando os resíduos de tirosina das posições 305 
e 306 por resíduos de valina e alanina, respectivamente) apresentavam crises 
límbicas após simples manipulação ou posicionamento do animal em um ambiente 
novo (Elgersma e cols., 2002). Curiosamente esses camundongos não apresentaram 
crises durante a juventude (somente 3% dos animais apresentaram crises até os 3 
meses de idade), porém tornam-se extremamente epilépticos após essa idade (mais 
de 90% dos animais entre 12 e 14 meses apresentam crises tônico-clônicas – classe 
V de Racine). Nenhuma crise foi observada em camundongos com uma 
autofosforilação persistente no resíduo Thr-305 ou em camundongos com um 
apagamento do gene da CaMKII (Elgersma e cols., 2002). 
 Esses resultados sugerem que a fosforilação inibitória dos resíduos Thr-305 
e Thr-306 são cruciais para o controle da excitabilidade neuronal e sugerem que 
esse controle pode ser decisivo para a prevenção de crises. No Capítulo 3 




QUADRO 1: Herbimicina A 
A herbimicina foi inicialmente isolada em 1979 por um grupo de pesquisadores 
japoneses (Omura e cols., 1979) a partir da fermentação do líquido de cultura da bactéria 
Streptomyces hygroscopicus (cepa número AM-3672), sendo descrita como um 
antibiótico com potente ação herbicida (de onde deriva seu nome). Durante a década de 
80, vários grupos japoneses descreveram a capacidade da herbimicina em neutralizar as 
alterações morfológicas induzidas por agentes carcinogênicos e virais (Uehara e cols., 
1985; Shibata e cols., 1986), devido a sua capacidade em inibir a forforilação das Src-
cinases (Uehara e cols., 1985; Preis e cols., 1988). Atualmente sabe-se que a herbimicina é 
um potente e específico inibidor das tirosina-cinases (Uehara e Fukazawa, 1991). Assim, 
dois dos principais alvos para a herbimicina no meio intracelular são a família das Src-
cinases e a família dos receptores de neurotrofinas. Dentre os efeitos celulares da 
herbimicina A destacam-se: 
 a indução da proteína de choque térmico de 70kDa (HSP-70i) (Kiang, 2003) e 
conseqüente inibição da apoptose induzida por estresse térmico 
(Sachidhanandam e cols., 2003); 
 bloqueio da ação da NGF em mastócitos de ratos (Kawamoto e cols., 1995), bem 
como a cascata intracelular deflagrada pelo GDNF (You e cols., 2001); 
 inibição do receptor TrkA e da cascata intracelular da MAPK (Fukumoto e cols., 
2000). 
 alteração do padrão de crescimento de neurítos induzido por NGF (Muroya e cols., 
1992; Miller e cols., 1993), GDNF (Hiwasa e cols., 1997) e pelo rmSCF (fator de 
célula tronco recombinante) (Kim e cols., 1998); 
 atividade antitumoral em modelos experimentais de leucemia (Okabe e cols., 1993) 
e; 
 aumento da sobrevivência de neurônios sensórios em condições de baixa 
concentração de NGF (Bartlett, 1997). 
Até o momento, grande parte da literatura a respeito da herbimicina está 
centralizada em experimentos de cinética celular, como taxas de proliferação, ciclo e 
morte celular, questões originadas de pesquisas sobre câncer. Nos poucos experimentos 
realizados com tecido nervoso, especialmente desenhados para avaliar a plasticidade 
sináptica, a herbimicina mostrou-se capaz de inibir a potenciação duradoura (LTP) no giro 
denteado in vivo (Abe e Saito, 1993) e a depressão duradoura (LTD, do inglês long-term 
depression) em preparações cerebelares (Boxall e cols., 1996). A aplicação de herbimicina 
também é capaz de atenuar o aumento da excitabilidade neuronal desencadeada pela 
aplicação de serotonina em neurônios sensórios da Aplysia (Purcell e Carew, 2001). Neste 
trabalho, os autores afirmam que a herbimicina inibe de modo irreversível as Src-cinases 
(p.2403; §.1). Assim, de acordo com esses trabalhos, a herbimicina se apresenta como 
valiosa ferramenta farmacológica capaz de modificar o desenvolvimento da epilepsia, pois 
além de apresentar múltiplos sítios de ação no meio intracelular (teoricamente todas as 
proteínas tirosina cinases), inibe a apoptose e diminui a plasticidade sináptica em 





 O trabalho experimental dessa tese apresenta-se dividido em três capítulos. 
O objetivo do primeiro capítulo (“Efeitos da herbimicina A sobre o modelo da 
pilocarpina de epilepsia do lobo temporal”) e do segundo capítulo (“Herbimicina A 
e K252a atenuam a atividade epileptiforme desencadeada pela adminitração 
intrahipocampal de ácido caínico: relações com o brotamento das fibras musgosas e 
morte celular”) foi testar, através de diferentes metodologias, a propriedade anti-
epileptogênica de inibidores das proteínas tirosina cinases. O objetivo específico do 
primeiro capítulo foi: 
1. Demonstrar que a dose de herbimicina aqui utilizada não é tóxica, nem 
promove marcantes alterações comportamentais (ver Apêndice 1); 
2. Demonstrar que a dose utilizada (1,74nmol) apresenta efeito biológico (ver 
Apêndice 2); 
3. Verificar os efeitos da herbimicina sobre as crises espontâneas recorrentes e; 
4. Verificar as alterações morfológicas observadas após o status epilepticus 
induzido pela pilocarpina. 
Utilizando um modelo de epilepsia do lobo temporal que produz uma lesão 
mais localizada (administração intrahipocampal de ácido caínico), o objetivo 
específico do segundo capítulo foi: 
1. Verificar a ação da herbimicina (1,74nmol) e do K252a (10pmol) sobre a 
atividade epileptiforme em ambos os hipocampos após a administração de 
ácido caínico no hipocampo direito e; 
2. Comparar o padrão de morte neuronal (preferencialmente em CA3 e hilo) e 
brotamento das fibras musgosas ipso e contralateral à administração; 
No terceiro capítulo (“Estimulações em ritmo teta (5Hz) induz pós-
descargas em camundongos que apresentam uma mutação no sítio de 
autofosforilação inibitória da cálcio-calmodulina cinase do tipo II”), utilizamos 
protocolos eletrofisiológicos para analisar as características da fisiologia do giro 
denteado de animais geneticamente manipulados. Utilizando camundongos 
transgênicos (TT305/6VA; ver última parte da introdução), tivemos por objetivos 
específicos deste capítulo: 
1. O registros espontâneos de EEG por longos períodos de tempo para a 
verificação da existência de crises espontâneas ou evocadas; 
2. Protocolos de potenciais evocados para o acesso da fisiologia normal do giro 
denteado e; 
3. Da sua plasticidade (potenciação duradoura) e; 
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Pilocarpine-induced status epilepticus (SE) results in intense tyrosine 
phosphorylation in the hippocampus. It has been postulated that this intracellular 
signal could be associated with the epileptogenesis process leading to permanent 
changes in the morphology and physiology of different brain areas, including the 
hippocampus itself. The present study evaluates the effects of herbimycin A, a 
protein tyrosine kinase (PTK) inhibitor, over the acute (during which intense 
biochemical and electrophysiological activation occurs) and the chronic phase 
(characterized by spontaneous and recurrent epileptic seizures and the presence of 
synaptic reorganization, e.g. mossy fiber sprouting) of the pilocarpine model of 
epilepsy. The administration of a single dose of 1.74 nmoles of herbimycin A (icv, 
5µL) 5 min after the onset of pilocarpine-induced SE did not change the acute 
behavioral manifestation of seizures despite significantly decreasing SE-induced c-
Fos immunoreactivity in different areas of the hippocampus and in the limbic 
cortex. Herbimycin-treated animals developed spontaneous recurrent seizures, as 
did control  animals, with a similar latency for the appearance of the first seizure 
and similar seizure frequency. Neo-Timm staining revealed that all animals 
experiencing SE, regardless of whether or not injected with herbimycin, showed 
aberrant mossy fiber sprouting in the supragranular region of the dentate gyrus. 
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Herbimycin-treated animals showed a significant reduction in the intensity of neo-
Timm staining in the hilus of the dentate gyrus and CA3 region regardless of 
whether or not subjected to pilo-induced SE. Herbimycin did not affect neuronal 
cell death as evaluated in Nissl-stained sections. These results indicate that the PTK 
blockade achieved with the current dose of herbimycin reduced the acute c-Fos 
expression but failed to decrease the spontaneous seizure frequency or to attenuate 




Pilocarpine-induced status epilepticus (P-SE) leads to permanent changes in 
the morphology and physiology of different brain areas, including the hippocampus 
(Turski et al., 1983) thus generating recurrent spontaneous limbic seizures (Turski 
et al., 1989). Among such changes, it has been described that P-SE acutely elicits 
strong protein tyrosine phosphorylation (Funke et al., 1998). This phosphorylation 
could occur at least through three different intracellular pathways: (1) the Trk 
receptors for neurotrophins; (2) the Eph receptors for the ephrins cell-to-cell 
adhesion molecules and (3) the Src non-receptor tyrosine kinase (Purcell and 
Carew, 2003). In fact, all of the above mentioned kinases have been implicated in 
the epileptogenesis process. The group of McNamara has published a set of 
experiments which points out the importance of TrkB receptor in the 
epileptogenesis process (Binder et al., 1999a; Binder et al., 1999b; He et al., 2002; 
Danzer et al., 2004; He et al., 2004). The literature regarding the other two 
pathways however is not so copious it was demonstrated the involvement of 
EphA/ephrin-A family interactions in kindling epileptogenesis and mossy fiber 
sprouting (Xu et al., 2003) and the relevance of the Src family of protein tyrosine 
kinase in the epileptiform activity generation in the CA3 region of the hippocampus 
(Sanna et al., 2000). In addition it has been previously suggested that the 
Eph/ephrin effects could be mediated by the Src family of protein kinases (Murai 
and Pasquale, 2002). Indeed, the Src kinases have recently been described as “a hub 
for NMDA receptor regulation” (Salter and Kalia, 2004), as it controls synaptic 
strength and consequently activity-dependent plasticity. The identification of drugs 
that could interfere with the process of epileptogenesis might be of clinical interest 
given that most of the experimental approaches use transgenic mice and/or 
immunoglobulin treatment which presents some restriction for human application. 
Herbimycin A, a cell permeable ansamycin antibiotic isolated from 
Streptomyces sp. (Omura et al., 1979), has specific inhibitory activity on tyrosine 
residues phosphorylation catalyzed by various protein kinases, in special by Src 
kinase (Uehara and Fukazawa, 1991). Herbimycin A is able to attenuate long-term 
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potentiation in the hippocampus (Abe and Saito, 1993) and abolishes the activation 
of nuclear factor-kappaB by cytokines (Ogino et al., 2004). 
Here we investigated the effect of herbimycin A over the epileptic changes 
associated with the pilocarpine model of epilepsy. We hypothesized that blocking 
the protein tyrosine phosphorylation with herbimycin A during sustained epileptic 
activity (i.e., the P-SE) could influence epileptogenesis. Animals were evaluated for 
the development of spontaneous recurrent seizures and associated morphological 





Male Wistar EPM-1 rats weighting 250-300g were manipulated in 
accordance to ethical guidelines (Valero, 1990; Waynforth and Flecknell, 1992) at 
the laboratory of Neurophysiology of UNIFESP/EPM. The experimental 
procedures were previously approved by the Ethics Research Committee of 
Universidade Federal de São Paulo (CEP1078/00). 
 
Induction of Status Epilepticus 
Animals were pre-treated with methyl-scopolamine (1mg.kg-1) 15 minutes 
before the administration of pilocarpine (320mg.kg-1, ip) and after approximately 30 
minutes showed piloerection, salivation, startle and tonic-clonic seizures evolving 
to status epilepticus (SE group; N=26). Some animals that despite receiving 
pilocarpine did not develop SE (approximately 30% of all animals injected with 
pilocarpine) were used as additional controls (NSE group; (N=8) in histological 
analyses. Eighteen animals from the SE group were allowed to survive for 4 
months after the SE induction while eight animals were sacrificed 5 hours after the 
initiation of the SE for assessment of c-Fos expression. In the acute experiment, 
animals did not receive thiopental that was administered 90 minutes after the SE 
onset to reduce mortality. 
 
Herbimycin A Administration 
For the icv administration of herbimycin A or vehicle (DMSO 1%, in saline), 
15 mm guide cannullae were previously (5 days prior to SE induction) 
stereotaxically implanted (from bregma, in mm: AP=-0.08, ML=-0.15, DV=-0.27) 
(Paxinos and Watson, 1986) under halothane (1%) anaesthesia. Animals received 
herbimycin A 1.74nmol (N=13) or vehicle (N=13) (5L, icv, 2L/min) 5 minutes 
after the onset of behavioural status epilepticus. Although no pharmacokinetic 
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studies with herbimycin A in rats are available, it is assumed that this compound 
displays a long lasting effect since herbimycin-induced heat-shock protein lasts for 
3 days in human epidermoid A-431 cells (Kiang, 2003). Also, when administered 
icv, the present dose is able to attenuate the long-term potentiation in the dentate 
gyrus in anaesthetized rats (Abe and Saito, 1993).  
 
Spontaneous and Recurrent Seizure Quantification 
Animals were behaviourally video-recorded for the quantification of 
spontaneous seizures. The recordings were sampled 6-12 hours/day, daytime 
(08:00 am-08:00 pm), 3 days/week, for 4 months. We evaluated the latency for the 
first recorded stage V (Racine, 1972) seizure, the frequency of spontaneous seizures 
and the days of recording with at least one seizure event (seizure clusters). In total, 
each animal was recorded for 345±18 hours and during 58±3 days (N=18) over the 
4 month observation period. It should be noted that the seizure frequency was 
calculated through video recordings for at least 20 hours/week during 4 months 
and this period of time was adequate to observe the seizure pattern and evolution 
within each animal (Longo and Mello, 1997; Persinger and Belanger-Chellew, 
2001). Also, the present protocol for spontaneous seizure frequency evaluation is 
similar to the ones used in other studies (Longo and Mello, 1997; Andre et al., 
2000; Nissinen et al., 2004) and was suitable for the current purpose.  
 
Histology: Immunohistochemistry, Neo-Timm and Nissl 
In the acute experiment, eight out of the 26 SE animals were profoundly 
anaesthetized (thiopental, 40mg.kg-1) and transcardiacally perfused (50mL PBS 
followed by 250mL PFA 4%) 5 hours after the SE onset. The experimental groups 
were equally represented, i.e., four animals received an icv administration of DMSO 
1% and the others four, herbimycin A. Three  animals injected with saline were also 
used as an indication of the basal protein activation. The brains were gently 
removed from the skull soon after the perfusion and post-fixed in a 30% sucrose 
solution in PBS. Brains were sectioned on a cryostat at 40m-thick coronal slices 
and one in every five sections was mounted in a glass slide for processing. Rabbit 
monoclonal antibody against c-Fos (Ab5, Oncogene Science) in a dilution of 
1:3000, amplified by secondary anti-rabbit antibody (1:200) and avidin-biotin 
complex and revealed with DAB (0.75mg.kg-1) was used for immunoreactivity. 
In the chronic experiment, after the behavioural assessment of spontaneous 
seizure frequency, SE animals (DMSO 1%, N=9; herbimycin A, N=9) as well as 
time-equivalent non-SE animals (DMSO 1%, N=4; herbimycin A, N=4) were 
profoundly anaesthetized (as above) and transcardiacally perfused with 25mL 
Millonig buffer 0.12M followed by 50mL Na2S 0.1%, 100mL glutaraldeyde 3% and 
200mL Na2S 0.1%. Brain slices were processed as described above for c-Fos. For 
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neo-Timm staining, the slides were immersed in a 360mL solution (21oC) 
containing 240mL of gum arabic, 10.25g citric acid, 9.45g sodium citrate, 3.73g 
hidroquinone and 510mg of silver nitrate for approximately 45 minutes in two 
different reaction baths. Visual inspection of slides was used to control the reaction 
time. Adjacent sections were used to assess cell death using Nissl staining (cresyl-
violet 0.4%). All protocols have been previously and extensively described (Mello et 
al., 1993; Medeiros et al., 2003).  
 
Optical Density Analysis 
Analysis of the grey scale values was performed with a computer-assisted 
system. Initially, the brain section was magnified by means of a microscope 
(Olympus BX50) coupled to a video camera (Sony CCD-Iris). The image was then 
digitized to the NIH Image 1.62 software. The software analyses the grey level of 
every pixel of the digitized image, which can vary from 1 (white) to 256 (black). For 
the c-Fos quantification, structure contours (granule cell layer of the dentate gyrus, 
pyramidal layers of the CA3 and CA1 and layers II and III of the piriform and 
entorhinal cortex) were drawn according to a stereotaxic atlas (Paxinos and 
Watson, 1986) in 3 different sections (200m appart) in both hemispheres. For 
each animal a single grey value was obtained from the mean of the 3 different 
measures. This technique makes available a fast and accurate measure for c-Fos 
protein assessment in the central nervous system (Rieux et al., 2002), thus allowing 
statistical comparison between groups. For the neo-Timm quantification, 5 circular 
frames (120 pixels2) were positioned in the hilus, CA3 and suprapyramidal (i.e., the 
area closest to the CA1 region) and infrapyramidal blades (Scharfman et al., 2002)of 
the inner molecular layer of dentate gyrus (see Fig. 4A) in 3 different sections (200 
m appart) for the evaluation of the absolute grey scale value. The grey value index 
was calculated subtracting the individual absolute grey scale value from the 
background grey scale value (corpus callosum) and performing the mean for the 15 
measures (5 samples in 3 slices). 
 
Cell counting 
Cell counts were performed in coronal, 40µm-thick slices stained with cresyl-
violet 0.4% (Nissl staining) by an investigator that was unaware of the 
pharmacological treatment. The identified nucleus of the cell body (Ø≈10µm, for 
hilar cells and Ø≈7µm for cortical cells; with a single apparent nucleolus) were 
manually quantified in the dorsal hippocampus and piriform cortex (3300 - 3600µm 
posterior to the bregma) and ventral hilus and entorhinal cortex (5600 - 5800µm 
posterior to the bregma) (Paxinos and Watson, 1986) at 400X magnification over a 
microscope grid (Olympus BX50). Both hemispheres were used in the cell 
counting. A 4 x 4 grid (10000µm2) in the hilus and a 2 x 4 (5000µm2) in the cortex 
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(oriented parallel to the cell layer) were used to perform 4 measurements per 
section for each given brain structure for each animal. Thus, the total area 
evaluated for each structure and animal was the same. The hilar region was defined 
by the granular cell layer borders and by two imaginary lines drawn from the apex 
of the dentate gyrus and the proximal end of the CA3 pyramidal cell layer. The 
cortical counting was performed in layers II (piriform cortex) and II/III (entorhinal 
cortex). Since no differences were observed between hemispheres, the number of 
cells in each structure, in both sides, was averaged for each rat thus yielding a single 
value per animal for each structure. Thus, cell counting was initially represent as cell 
numbers divided by the area grid and then normalized to values obtained in control 
sections (animals injected with pilocarpine that did not develop SE). Although this 
technique does not allow comparisons with other studies, it is sufficient to uncover 
differences between treatments and it is less time-consuming (Okazaki et al., 1999; 
Gorter et al., 2001).  
 
Statistical Analysis 
The mean grey values obtained for the c-Fos counts and for seizure 
frequency and latency were treated by Student’s t test. Two-way analysis of variance 
(ANOVA) followed by Student-Newman-Keuls´s post-hoc test was used to 
compare the mean grey values for neo-Timm staining. Non-parametric Kruskall-
Wallis followed by the Mann-Whitney U-test was used in the comparison of the 
normalized cell counts with the Nissl staining. The data were expressed as mean  





Pilocarpine induced Status Epilepticus 
The first signs of pilocarpine systemic administration could be observed 
approximately 10 min after the intraperitoneal injection, as described previously 
(Mello et al., 1993; Longo et al., 2003). Firstly, the animal freezes and presents 
some chewing behavior. Piloerection, increased salivation and diarrhea followed by 
body tremors and stereotyped oral movements are observed after 20 min of the 
injection. This pattern could progress to partial seizures, characterized by eye 
blinking, ears and jaw movements and myoclonic twitching of the head muscles. 
After that, the animals evolved to one of three different states: (1) occasional 
presence of this behavior for the next hour evolving to rest (normal) behavior (the 
non-SE group); (2) evolve to a tonic seizure, normally followed by death or (3) 
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evolve to episodic motor limbic seizures (Racine’s stage V) with increasing 
frequency until reaching status epilepticus (SE). The SE time course was characterized 
by robust muscle contractions for 20 minutes and thereafter with a progressive 
decline of the intensity of limbs and body jerks. The administration of herbimycin 
A did not change the behavioral evolution of the SE animals as well as N-SE 
animals (icv administration 2 hours after the pilocarpine injection). 
 
c-Fos staining  
Pilocarpine-induced SE increased c-Fos expression in different brain 
regions, as described previously (Morgan et al., 1987; Barone et al., 1993; Mello et 
al., 1996). Five hours of SE resulted in increased c-Fos expression in limbic areas, 
such as the piriform and entorhinal cortex, amygdala, dentate gyrus, CA3 and CA1, 
as well as neocortex, thalamus and striatum. The immunoreactivity was confined to 
the soma of the cells and according to its diameters (≈10µm), they are presumably 
neurons. It is also interesting to note that in the dentate gyrus, the cells located in 
the hilar border of the granular cell layer, where the concentration of inhibitory 
neurons is higher (Ribak and Anderson, 1980), presented a slightly darker staining 
as compared to the rest of the stained cells in this cellular layer. No evident c-Fos 
expression was detected in animals that received an intraperitoneal injection with 
saline 5 hours prior the decaptation (data not shown). 
The icv treatment with herbimycin A clearly tended to reduce the 
immunoreactivity of c-Fos in all the regions analyzed (Fig.1). This statement was 
based on a reduction of the total amount of immunoreactive-cells in dentate gyrus, 
CA and cortex regions as well as the staining intensity for each individual cell. Since 
the amount of activated c-Fos is critical for adequate gene expression (Tremble et 
al., 1995) quantitative analyses of the c-Fos immunoreactivity using optical density 
techniques (Rieux et al., 2002) was used. The total sum gray value (the sum of the 
gray values of each structure in all animals from each group) was reduced by 35% 
in herbimycin A-treated animals (DMSO1%: 327±14 and HERB: 212±5; P<0.05, 
Student t-test; Saline-injected animals: 32±2). The individual structure analyses 
revealed a statistically significant decrease in the c-Fos immunoreactivity in the CA3 
and the piriform cortex region (Figure 2). 
 
Spontaneous seizure frequency 
All animals undergoing pilocarpine-induced SE later developed spontaneous 
seizures. Usually the seizure starts after a sleeping period (or is the sleep interrupted 
by the seizure initiation?) and evolves according to the Racine’s scale (Racine, 1972) 
with the eyes blinking, ears movements and mouth openings, followed by forelimbs 
clonus, Straub’s tail, rearing and falling. Sometimes, at the end of the above 
mentioned sequence and after a short period of akinesia (circa 10-15 sec) bouts of 
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wild-running with vigorous jumps could also be observed. In some animals, from 
both groups, seizures could also appear in clusters. Thus, one animal could present 
one seizure each 20 min (one extreme case) for at least 6 hours. Table 1 
summarizes the frequency (and the amount of seizure clusters) and the latent 
period for spontaneous seizures in both groups. The Student t-test revealed no 
significant differences as a consequence of the treatments. We also observed a huge 
variation within groups (SE-DMSO: 2-144, median: 14; SE-HERB: 2-61, median: 
10, number of total seizures recorded in 4 months). Treatment with herbimycin 
also did not change whether or not clusters were present or its frequency in the 
animals were it was found. 
 
Cell death and morphological reorganization 
As previously described (Mello et al., 1993), pilocarpine-induced SE 
produced widespread cell death and pronounced supragranular mossy fiber 
sprouting. Herbimycin A did not affect the cell death in any of the studied brain 
areas nor the mossy fiber sprouting in the supragranular region. The cell death was 
more pronounced in the ventral hilus (~80% cell loss), followed by the dorsal hilus 
and piriform cortex (~60%) and entorhinal cortex (~30%) in both experimental 
groups (Figure 3). Mossy fiber sprouting in the inner molecular layer of the dentate 
gyrus occurred in all P-SE animals, irrespective of whether or not treated with 
herbimycin (Figure 4B and 5). The apex and the crests of the inner molecular layer 
(respectively, positions 1 and 5 in Figure 4A) presented greater intensity of staining 
as compared to other parts of this layer, suggesting that the sprouting was not yet at 
its maximum possible level at all parts of this layer (4 months after SE induction). 
Herbimycin A-treated animals however had a unexpected reduction of the intensity 
of the neo-Timm staining, as evidenced by a reduction of the optical density, in the 
hilar and CA3 region (Fig.5B). This effect was independent of the epileptic 
condition (SE vs. NSE) indicating long-term consequences of herbimycin A per se. 
The P-SE also lead to decrease of neo-Timm staining in the hilar and CA3 region, 
probably reflecting the decreased number of hilar cells (Figure 3). 
 
Regression analysis between spontaneous seizure, cell death and mossy fiber sprouting 
Simple linear regression analysis between different parameters obtained in this 
study showed a negative correlation between cell counting in the dorsal and ventral 
hilus and neo-Timm staining the inner molecular layer of the dentate gyrus 
(F(1,18)=10.47; P<0.01). A positive correlation was also observed for the cell 
counting in the piriform cortex and ventral hilus (the most susceptible regions for 
SE-induced cell death, see Figure 3) and seizure clusters (F(1,18)=7.39; P<0.05). It 
should be noted that no correlation was observed between any of the mossy fiber 





The main findings from this study are the following: first, a single dose of 
herbimycin A significantly reduced c-Fos expression triggered by P-SE in selected 
brain areas; second, herbimycin A did not alter the frequency of spontaneous 
recurrent seizures or the supragranular mossy fiber sprouting; finally, herbimycin A 
per se lead to long-lasting plastic changes in the hippocampus, as seen by the 
decreased neo-Timm staining in the hilus and CA3 region of both SE and NSE 
animals. 
It has been extensively shown that immunostaining for c-Fos is a good and 
global marker for neuronal activation (Dragunow and Faull, 1989; Dube et al., 
1998; Mirzaeian and Ribak, 2000; Rieux et al., 2002; Medeiros et al., 2003; Zappone 
and Sloviter, 2004). In the present study, we also observed strong c-Fos activation 
after 5 hours of P-SE in different brain regions, mostly in limbic structures (Barone 
et al., 1993; Mello et al., 1996). This activation was attenuated by the icv treatment 
with herbimycin A, which suggests the involvement of tyrosine phosphorylation in 
c-Fos activation. In fact, it has already been shown that neurotrophin NT-3 (Marsh 
and Palfrey, 1996) and the TrkB receptor (through the phosphorylation of the 
residue Y484) (McCarty and Feinstein, 1999) could increase the c-Fos expression in 
hippocampal slices.  
Despite of the changes in c-Fos expression, herbimycin A treatment was not 
able to alter the spontaneous seizure frequency, as well as the latent period, i.e., the 
time between P-SE and the first recorded spontaneous seizure (Table 1). These 
results could be explained by two hypothesis. First, the present experiments used a 
low dose of herbimycin. This seems to be unlike since using electrophysiological 
techniques, it was demonstrated in vivo the ability of 1.74nmol of herbimycin A 
administered icv (thus the same dose and administartion route used here) to 
attenuate long-term potentiation induced in the dentate gyrus (Abe and Saito, 1993) 
and in the commissural CA3 neurons (our results, unpublished observations) Also, 
the dose used here is 300 times higher than the dose normally used in in vitro 
studies (Kiang et al., 2003). Thus, our results suggest that this pharmacological 
treatment (single administration, 5 min after the P-SE onset) was sufficient to affect 
intracellular biochemical cascades leading to synaptic plasticity. The second 
possibility is that herbimycin did not affect all limbic structures similarly. This 
statement is reinforced by the observation that only CA3 and piriform cortex 
present statistically significant c-Fos reductions (Figure 2). Thus, pilocarpine 
treatment could produced epileptogenic foci that are independent of protein 
tyrosine kinases. The third possibility is that pilocarpine-induced epileptogenesis is 
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not entirely dependent on c-Fos activation during ictogenesis. In fact, this wave of 
immediate early gene activation could be related to cell suffering (Dube et al., 
1998). Actually, it seems that transient c-Fos activation is more related to the 
ictogenesis rather than epileptogenesis process (Murashima et al., 2002). 
The fact that the seizure frequency (and latent period) was quantified by 
sampling video recording could have affected our results. Indeed, although quite 
robust and less time consuming (Longo and Mello, 1997; Persinger and Belanger-
Chellew, 2001), video recordings usually just allow the quantification of behavioral 
seizures, with a prevalence of generalized stage V seizure. Continuous EEG 
recordings, associated with behavioral monitoring, could obviously supply a more 
reliable way for seizure frequency assessment. On the other hand, there is evidence 
suggesting that in the pilocarpine model most if not all of the spontaneous seizures 
are stage V seizures (Leite et al., 1990; Arida et al., 1999). Thus, the current 
protocol of herbimycin A treatment was not able to affect generalized seizures. 
Experimental models of partial seizures (i.e., intrahipocampal administration of 
kainic acid) could make clear the actions of herbimycin A upon mild seizures.  
The herbimycin treatment was also not sufficient to attenuate the P-SE-
induced cell death, although it was able to reduce c-Fos expression (present report, 
see above). It has been extensively studied the herbimycin-induced heat shock 
proteins capability in different cell types (Murakami et al., 1991; Morris et al., 1996; 
Briant et al., 1997; Kiang, 2003), an effect that could be neuroprotective 
(Sachidhanandam et al., 2003). Since we were interested in an antiepileptogenic 
effect of herbimycin A, in our experiments the treatment occurred concomitantly 
with the “stressful” event (the P-SE) making it possible that the amount of heat 
shock proteins in neurons were not at its maximum. The absence of 
neuroprotection seen here could also be related to the dose and treatment protocol 
(see above) or even to the model used since it was recently reported that 
herbimycin A could protect neuron/glia cultures against Japanese virus 
encephalitis-induced neurotoxicity (Raung et al., 2005). 
Recently, two major families of signalling molecules have been implicated in 
the mossy fiber sprouting. Koyama and co-workers have shown that increased 
excitability of the granule cells lead to mossy fiber sprouting through production 
and release of BDNF (Koyama et al., 2004) which acts upon TrkB receptors 
(Thoenen, 1995). Xu and co-workers have also shown that the mossy fiber 
sprouting after kindling is regulated by EphA receptors and ephrin-A ligands (Xu et 
al., 2003). Although both of these peptides are tyrosine kinase receptors which 
activation is inhibited by herbimycin A, the present treatment did not modify the 
pattern and the intensity of the mossy fiber sprouting triggered by the P-SE. It 
could be that an administration over a longer time was required for herbimycin A 
to alter P-SE-induced mossy fiber sprouting, since this phenomenon occurs sslowly 
during time. 
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Interestingly, the herbimycin A treatment decreased the neo-Timm staining 
in the hilus and CA3 independent of the epileptic condition. Vesicles containing 
Zn+2 co-localize with glutamate in the mossy fiber pathway (Cuajungco and Lees, 
1997) and are involved in the glutamate and GABA receptor modulation (Christine 
and Choi, 1990; Smart and Constanti, 1990). The reduction of neo-Timm staining 
shows a long-term effect of a single herbimycin A administration and suggests a 
decrease of zinc in the glutamate containing zinc terminals or a decrease in 
presynaptic terminals themselves. This observation suggests that a single 
herbimycin A administration interrupts the maintenance of granule cell terminals, 
through protein phosphorylation, even in long-term runs. Although the protein 
tyrosine kinases Src, Trk and Eph have all been related to synaptic plasticity and 
morphology (for a review see Goldberg and Wu: 1996:183) and the involvement of 
Zn+2 with epileptogenesis have already been documented (Dudek, 2001), 
electrophysiological experiments are needed to elucidate the physiological role of 
herbimycin A-induced decrease of neo-Timm staining in hippocampus. 
The involvement of both hilar cell death and mossy fiber sprouting in the 
recurrence of the spontaneous seizures is still controversial (Longo and Mello, 
1997; Pitkanen et al., 2000; Longo et al., 2002; Williams et al., 2002; Zhang et al., 
2002; Zappone and Sloviter, 2004). Using the data produced in the present report, 
we showed a correlation between the hilar cell death and supragranular mossy fiber 
sprouting, as well as between hilar and piriform cell death and days with 
spontaneous seizure (seizure cluster). Although it is impossible to make a direct 
assertion, it is quite plausible that the strongest the P-SE is, more cell death the 
animal will experience and consequently, the more intense all of the consequences 
resulting from both events including the probability to develop frequent 
spontaneous seizures. In fact, it has already been reported that spontaneous seizure 
frequency may depend on the duration of the electrophysiological seizure (Lemos 
and Cavalheiro, 1995; van Vliet et al., 2004).  
Taken together, these results suggest that herbimycin treatment was able to 
block the acute biochemical alterations seen during and shortly after the P-SE and 
yet failed to modify the seizure frequency or mossy fiber sprouting seen in the 
pilocarpine model. The decreased neo-Timm staining in normal mossy fiber 
pathway (hilus and CA3) ssuggests the long-term effect of herbimycin A over this 
region and deserves further experiments in the future. 
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Treatment (icv) Latency 
(days) 
Spontaneous seizures 
(total number seizures/total hours) 
Seizure clusters 
(days with seizure) 
Vehicle (n = 9) 32  12 0.086  0.039 14  5 
Herbimycin A (n = 9) 38  8 0.055  0.020 9  2 
Table 1 – Latency for the appearance of the first seizure, spontaneous seizure 
frequency and days with seizure (total number of days in which animals presented 
at least one seizure, from the total 58±3 days of video-recording) in P-SE animals 
treated with vehicle or herbimycin A. Data expressed by means ± standard error. 




Figure 1 – Representative microphotographs of coronal sections immunostained 
for c-Fos. All animals that underwent SE displayed increased c-Fos labelling in the 
dentate gyrus (DG), CA3, CA1, piriform (Pir) and entorhinal (Ent) cortex. The 
acute icv treatment with herbimycin A (HERB) clearly reduced not only the 
intensity of the staining but also the number of positive c-Fos cells in different 
areas of the limbic system. Control animals did not present significant labelling. 
 
Figure 2 – Quantitative analyses of c-Fos immunoreactivity in the dentate gyrus 
(DG), CA3, CA1, piriform (Pir) and entorhinal (Ent) following 5 hours of SE and 
treatment with vehicle (DMSO) or herbimycin A (HERB).  p<0.05 compared 
with the vehicle-treated group (Student t-test). The gray scale values for saline-
injected animals varied from 3 (CA3) to 6 (Ent). 
 
Figure 3 – Cell counting in the dorsal (dHilus) and ventral hilus (vHilus) and the 
piriform (Pir) and entorhinal (Ent) cortex of chronic epileptic animals. p<0.05 
compared with the control group (Mann-Whitney U-test). 
 
Figure 4 – Quantification of neo-Timm staining in different regions of the 
hippocampal formation. In (A), localization of the sampling areas used to assess the 
intensity of the neo-Timm staining. In (B), SGs: supragranular region 
suprapyramidal blade; SGi: supragranular region infrapyramidal blade. Herbimycin 
A decreases the neo-Timm staining in the dorsal hilus and CA3 area irrespective of 
the animal’s condition (i.e., SE or NSE). SE decreased neo-Timm staining in hilus 
and CA3 of DMSO-treated animals but not of herbimycin A-treated animals while 
dramatically increasing it in both layers of the suprapyramidal region of the inner 
molecular layer irrespective of animal’s treatment. p<0.05 compared with the 
DMSO-treated group;  p<0.05 compared with the NSE-group (ANOVA, 
followed by Student-Newman-Keuls´s post-hoc test).  
 
Figure 5 –Distribution of neo-Timm staining along the medio-lateral axis of the 
supragranular region of dentate gyrus. In (A), representative photomicrographs 
showing the typical mossy fiber sprouting in the inner molecular layer of the 
dentate gyrus in the SE group, but not in the non-SE animals. oML: outer 
molecular layer; iML: inner molecular layer; GC: granule cell layer; H: hilus. In (B), 
quantitative analyses of the spatial distribution of the mossy fiber sprouting in the 
suprapyramidal (B1) and infrapyramidal (B2) blades of the inner molecular layer. In 
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the X axis, the number 1 represents the medial portion (near the apex), while the 
number 5 represents the lateral portion (the crest). Induction of SE with 
pilocarpine was able to trigger mossy fiber sprouting in all animals regardless of any 
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Figura 7 - Efeito da herbimicina A sobre a atividade geral em campo aberto. Ratos 
Wistar, machos, 3 meses de idade (±270g) receberam solução veículo (DMSO 1%; 5µL, 
icv) ou herbimicina A ( 48µM; 5µL, icv). Após a administração, esperou-se 2 minuto 
para a difusão da solução pelo espaço ventricular e o animal foi posicionado no centro 







Figura 8 – Potenciação duradoura na via comisssural CA3-CA3 em rato anestesiado 
depende de fosforilação em resíduos de tirosina. Foram quantificados quatro 
parâmetros do potencial de campo: potencial de campo, a inclinação (slope) da fase 
ascendente do potencial de campo, potencial de ação coletivo (pSPK) e potencial do 
prevolley. A estimulação tetânica (seta vertical; 5 trens de 0,5s de duração, 100Hz, 70%, 
a cada 10s) em CA3 e registro no CA3 contralateral (potenciação comissural) produziu 
um nítido aumento do potencial de campo e marcante potenciação do pSPK. A 
aplicação (5µL; icv) de herbimicina (348µM; N=4; círculos pretos) ou DMSO 1% (N=4; 
círculos brancos) atenuou (~20%) a potenciação. (acima da linha pontilhada). O eixo X 
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Herbimycin A and K252a modify intra-hippocampal kainic acid-induced 
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In the hippocampus, kainate binding sites have been described to be 
restricted to the molecular layer of granule cells and the stratum lucidum in the 
CA3 region where the mossy fibers of granule cells end (Unnerstall and Wamsley, 
1983; Represa et al., 1987). In this later region, they are localized both in the 
presynaptic button of mossy fibers (Wisden and Seeburg, 1993) as well as in the 
postsynaptic pyramidal CA3 neurons (Vignes and Collingridge, 1997). Local 
application of kainate presents a biphasic effect over the granule cell – CA3 
sinapses. Thus, while low concentrations of kainate increase the amplitude of the 
extracellularly recorded mossy fiber volley (Vignes and Collingridge, 1997)(Vignes e 
Collingridge, 1997;179), high concentrations depress the synaptic efficacy 
(Chittajallu et al., 1996; Schmitz et al., 2001). 
In vivo, intracerebral injections of kainic acid leads to selective destruction 
of pyramidal CA3 neurons (Kohler et al., 1979; Nadler et al., 1980a; Nadler et al., 
1980b) and are associated with facilitate kindling (Feldblum and Ackermann, 1987), 
epileptiform discharges (French et al., 1982) and spontaneous seizure (Cavalheiro et 
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al., 1982). While several of the electrophysiological and biochemical consequences 
associated to kainate administration are well established there is yet little 
information on the role played by neurotrophins and the effects of its blockade 
over these consequences. 
The neurotrophins are a family of proteins tyrosine kinase that control and 
regulate different forms of sinaptic plasticity, such as axonal and dendritic 
arborization (Cohen-Cory and Fraser, 1995), sinaptic strength (Levine et al., 
1998)and long-term potentiation (Korte et al., 1995; Schuman, 1999). They have 
also been described to be involved in the epileptogenesis process (Ernfors et al., 
1991; Binder et al., 1999a; Binder et al., 1999b; French et al., 1999; Sanna et al., 
2000; He et al., 2002; He et al., 2004; Morimoto et al., 2004). Intrahippocampal 
injection of kainic acid increases BDNF immunoreactivity in the mossy fiber 
terminal zone (Wetmore et al., 1994) and it is postulated that BDNF protein 
production could be related to the long-term effects of kainate (Guilhem et al., 
1996). 
Here we investigated the effects of herbimycin A and K-252a (two different 
protein tyrosine kinase inhibitors) over the epileptiform activity, cell death and 
mossy fiber sprouting induced by the intrahippocampal injection of kainic acid in 
rats. We hypothesized that the blockade of the protein tyrosine phosphorylation 
(mainly at Src and TrkB proteins) could attenuate the epileptiform discharges in the 
hippocampus and thus, reduce the associated morphological alterations in the 





Male Wistar EPM-1 rats weighing 250-300g were manipulated in accordance 
to ethical guidelines at the laboratory of Neurophysiology of UNIFESP/EPM. The 
experimental procedures were previously approved by Ethics Research Committee 
of Universidade Federal de São Paulo (CEP1078/00). 
 
Stereotaxic surgery  
Animals were positioned in a stereotaxic frame (Kopf) under halothane 
anaesthesia. After the exposure of the skull, small holes were drilled above the 
target structure according to the bregma and a stereotaxic atlas (Paxinos and 
Watson, 1986). The Table 1 shows the coordinates used for each structure. Using a 
home made silica needle (Ø=1mm) attached to a Hamilton syringe (total volume 
1µL) kainic acid (0.2µL; 1µM) or saline (NaCl 0.9%) were slowly administrated 
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(0.2µL.min-1) in the right hippocampus (intrahipocampal administration; ihp), over 
the CA3 dorsal region. A 5µL Hamilton syringe was used for the intraventricular 
(icv) administration of 5µL (2µL.min-1) herbimycin A (348µM), K-252a (2µM) or 
vehicle (DMSO 1%). In all cases the needle was allowed to rest for 2 min to allow 
the adequate distribution of the solution through the structure. Then, bipolar 
electrodes were implanted in both dorsal hippocampi and cortex and fixed with 
superglue and dental cement to a plastic plug (Plastic One). The time between the 
ihp and the icv administration was approximately 20 min and the total time of 
surgery was never above 90min. Using this procedure, 4 groups were made 
(between brackets, ihp and icv solutions and number of animals, respectively): 
SAL-DMSO (saline, DMSO; N=5); KA-DMSO (kainic acid, DMSO; N=4); KA-
HERB (kainic acid, herbimycin A; N=4) and KA-K252 (kainic acid, K-252a; N=4). 
The post-surgery condition of the various animals was carefully monitored in the 
following days. 
 
Table 1 – Stereotaxic coordinates used to administer drugs in the right 
hippocampus and right lateral ventricule and to implant electrodes in both 
hippocampi. 
 From Bregma 1 (in mm) 
STRUCTURE AP ML DV 2 
Hippocampus 















Cortex - 0.10 + 0.20 0 
Right lateral ventricle - 0.08 - 0.15 - 0.29 
Values taken from Paxinos and Watson stereotaxic atlas (Paxinos and Watson, 1986). 
AP: anteroposterior; ML: mediolateral and DV: dorsoventral. 1 Negative numbers mean 
backwards and right in relation to bregma. 2 Accordingly to the dura mater surface. 
 
EEG recording 
Just after the end of the surgery, animals were placed inside a Faraday cage 
and connected through a cable to a digital EEG system (Harmony, Nicolet). The 
signal was amplified 10 times, sampled at 250Hz and filtered under 0.1Hz and 
above 100Hz. The recordings started approximately 1 hour after drug 
administration and were registered for 4 hours continuously. After that, the 
recordings were made during 2 min for every 20 min period over the following 72 
hours. The recordings were qualitatively analysed offline for the onset and duration 
of epileptiform activity in both hippocampi and cortex. 
 
Histology: Nissl and Neo-Timm 
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After 45 days (chronic phase), animals were profoundly anaesthetized 
(thiopental, 40mg.kg-1) and transcardiacally perfused for the neo-Timm staining 
(25mL Millonig buffer 0.12M, 50mL Na2S 0.1%, 100mL glutaraldeyde 3% and 
200mL Na2S 0.1%) as described previously (Mello et al., 1993). Briefly, the brains 
were gently removed from the skull soon after the perfusion and post-fixed in a 
30% sucrose solution (in glutaraldeyde or PBS, respectively). The right hemisphere 
was marked with a longitudinal wedgelike cut. Brains were sectioned on a cryostat 
at 40m-thick coronal slices and one in every five sections was mounted in a glass 
slide for processing. For neo-Timm staining, the slides were immersed in a 360mL 
solution (21oC) containing 240mL of gum arabic, 10.25g citric acid, 9.45g sodium 
citrate, 3.73g hidroquinone and 510mg of silver nitrate for approximately 45 
minutes. Visual inspection of slide were used to control the reaction time. Adjacent 
sections were used to assess cell death using Nissl staining (cresyl-violet 0.4%) and 
electrode placement. The results presented here only used animals with electrodes 
in the hippocampus, within the area between CA3 and CA1 pyramidal cell layer. 
 
Cell counting 
Cell counts were performed in coronal, 40µm-thick slices stained with cresyl-
violet 0.4% (Nissl staining) by an investigator that was unaware of the 
pharmacological treatment of each animal. The identified nucleus of the cell body 
(Ø≈10µm, for hilar cells and Ø≈7µm for cortical cells; with a single apparent 
nucleolus) were manually quantified in the dorsal hippocampus and piriform cortex 
(3300 - 3600µm posterior to the bregma) and ventral hilus and entorhinal cortex 
(5600 - 5800µm posterior to the bregma) (Paxinos and Watson, 1986)  at 400X 
magnification over a microscope grid (Olympus BX50). Both hemispheres were 
used for cell counting. A 4 x 4 grid (10000µm2) in the hilus and a 2 x 4 (5000µm2) 
in the cortex (oriented parallel to the cell layer) were used to perform 4 
measurements per section for each given brain structure for each hemisphere for 
each animal. Thus, the total area evaluated for each structure and animal was the 
same. The hilar region was defined by the granular cell layer borders and by two 
imaginary lines drawn from the apex of the dentate gyrus and the proximal end of 
the CA3 pyramidal cell layer. The cortical counting was performed in layers II 
(piriform cortex) and II/III (entorhinal cortex). For each structure, cell density 
(total number of cell/total grid area) was represented as mean and standard error. 
Although this technique does not allow comparisons with other studies, it is 
sufficient to uncover difference between treatments and hemispheres, besides been 
less time-consuming. Two-way Anova was used in the comparison of cell density in 







Animals from all groups recovered from the anesthesia after 4 – 6 min after 
discontinuation of 1% halothane ventilation. This “recovery” was assigned to be 
positive when a light touch at animal’s back elicited a motor response. While 
animals from SAL-DMSO group walked, groomed and slept after the surgery, 
animals which received kainic acid presented tremors, clonic movements, wild-
running, Racine stage V seizure and status epilepticus (KA-DMSO: 3 out of 4 animals; 
KA-HERB: 3 out of 4; and KA-K-252a: 2 out of 4). Notwithstanding similar 
behavior evolution among groups which received kainic acid, animals from the 
KA-DMSO group presented their first Racine stage V seizure after 90±8min, while 
in KA-HERB and KA-K252a showed their first stage V after 369±71 and 
322±63min, respectively (P<0.05; ANOVA) after the kainic acid administration. 
Spontaneous seizures in the following days after KA injection were barely observed 
(only 2 out of 4 animals from KA-DMSO group presented seizures), although it 
should be noted that no systematic attempt was made here to address this issue. 
Most of these spontaneous seizures were actually triggered by the displacement of 
the animal from the storage cage to the recording chamber. 
 
EEG profile 
Although the recordings were initiated just after electrode implantation, 
animals from the control group displayed a normal EEG, i.e., steady interictal 
spikes or epileptiform activity were never recorded in these animals (Figure 1; first 
line). Kainic acid administration produced isolated interictal spikes, sustained 
synchronous activity and epileptiform discharges (Figure 1; second line). 
Herbimycin or K-252a co-treatment was not able to completely inhibit the 
epileptiform discharge but changed the temporal profile of this activity. Thus, 
herbimycin co-treatment inhibited the lateralization of the seizure to the 
contralateral hippocampus in all animals analyzed (Figure 1; third line), which 
clearly occurred in all animals of the KA-DMSO group. The duration of the 
ipsilateral hippocampal seizure in animals co-treated with herbimycin was smaller 
than in KA-DMSO group. K-252a co-treatment also changed the EEG profile, but 
in a different manner (Figure 1, fourth line). K-252a was not able to inhibit the 
spread of seizure activity to the contralateral side but it shortened the seizure 
discharges each to less than 1 min. These shorter epochs of seizure activity 
reccurred during the first 4 hours of recordings. Thus, while KA-DMSO animals 
showed a continuous epileptiform activity also in the hippocampus contralateral to 
the kainate injected site, KA-K252a animals displayed intermittent epileptiform 
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activity in the same brain area, which was nevertheless still considered as status 
epileptics. 
 
Cell death  
Kainate treatment produced a massive cell death of pyramidal CA3 neurons 
in the side ipsilateral to the kainate injection, while preserving the CA1 pyramidal 
neurons and the contralateral CA3 (Figure 2). Extensive cell death was also 
observed in the ipsilateral dorsal hilus (P<0.01; ANOVA), where kainate-treated 
animals presented 70-80% of cell death, and both piriform cortex (25-50%), but 
not in the contralateral dorsal hilus and entorhinal cortex (Figure 3). Nissl cell 
counting reveal no differences between kainate-treated groups. 
 
Mossy fiber sprouting 
The zinc positive hippocampal regions were analyzed by neo-Timm staining 
(Figure 4). In control animals, the neo-Timm was positive in the hilus and stratum 
lucidum of CA3 regions. Intragranular mossy fibers were observed in both 
hemisphere of control group slides, mainly at the apex of the dentate gyrus 
(Fig.4A). They are constitute by small branches emerging from granule cell towards 
the inner molecular layer of the dentate gyrus and it is assumed that they make 
contact with apical dendrites of basket cell (Ribak and Peterson, 1991). Kainic acid 
treatment lead to the appearance of small silver grains in the inner molecular layer 
of the dentate gyrus, mainly in the side ipsilateral to the kainate injection (Fig. 4B). 
These grains were observed in the apex and in the crests of the dentate gyrus. KA-
K252a-treated animals presented less pronounced supragranular mossy fiber 
sprouting in both sides with maintenance of intragranullar fibers. The amount of 
silver grains in the inner molecular layer were more pronounced in animals from 
the KA-DMSO and KA-HERB groups. Most of the kainic acid-treated animals 
(with the exception from 1 KA-HERB and 1 KA-K252a) were zinc-positive in the 





 In the present study, protein tyrosine kinase inhibitors (PTKi) herbimycin 
and K-252a attenuated the electrographic epileptiform activity induced by 
intrahippocampal kainate administration but did not altered cell death pattern. K-
252a but not herbymicin A treatment reduced supragranular mossy fiber sprouting 
(MFS). 
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We used the intrahipocampal kainic acid administration epilepsy model 
(French et al., 1982) since it produce cell death mainly restricted to the 
hippocampus (pyramidal CA3 and hilar cells) and limbic cortex (piriform cortex) 
when compared to pilocarpine (Chapter 1) or kainic acid (Tauck and Nadler, 1985) 
systemic administration models. Kainic acid (KA) induce NGF and BDNF mRNA 
production in the hippocampus (Ballarin et al., 1991) and increase their protein 
contents, although it is still not known if this effect is related to the compound 
itself or to the KA-induced epileptiform activity. Intrahippocampal applications of 
BDNF also elicits electrographic with subsequent spontaneous seizures (Scharfman 
et al., 2002) while exacerbate an ongoing status epilepticus (SE) (Lahteinen et al., 
2003). Since BDNF release can powerfully stimulate TrkB-containing cells (Kafitz 
et al., 1999), we speculate that K-252a and herbimycin A attenuate the 
electrographic seizures by decreasing BDNF signaling. The differences between 
herbimycin A and K-252a EEG patterns could be explained by the fact that the 
former is also able to inhibit the family of the Src kinases (Uehara et al., 1985). Src 
kinases can rapidly phosphorylate NMDA receptors increasing its conductance (for 
review; the (Salter and Kalia, 2004)). 
On the contrary of previous results (Smith-Swintosky et al., 1996), the K-
252a treatment did not prevented seizure-induced cell death. This effect could be 
explained by the KA-induced seizure protocol (systemic vs. intrahippocampal) and 
K-252a treatment (single icv acute injection vs. four days systemic injection). In this 
study, the authors also did not find any EEG alterations in K-252a-treated animals, 
probably because the last K-252a injection occurred 1 week before the KA 
administration. Thus, these results suggest that K-252a is able to acutely affect the 
EEG and its effects in cell protection is an inducible effect. 
Our results showed that K-252a reduce the MFS. There are two possibilities 
to explain this effect. First, since epileptiform activity release BDNF (Ernfors et al., 
1991) and K-252a altered the KA-induced epileptiform activity (see above), this 
effect could be due to the decreased epileptiform activity-induced BDNF release. 
Although, it is unlike that this is the case once herbimycin also altered the 
epileptiform activity but did not affected the MFS. The second possibility is that K-
252a presented a specific effect on sprouting process. 
The BDNF effect upon the MFS is controversial. For example, while BDNF 
plays a role in excitotoxic damage in systemic KA model with TrkB participation in 
the sprouting (Goutan et al., 1998), MFS is not impaired in knock-out animals for 
BDNF (Bender et al., 1998) as well no MFS is observed in animals overexpressing 
BDNF (Qiao et al., 2001). Still, while a lack of correlation between MFS and 
BDNF was observed in the KA model(Shetty et al., 2003; Xu et al., 2004), recently 
it was shown that BDNF beads could induce mossy fibers collateral growth in 
organotypic hippocampal cell culture (Koyama et al., 2004). Our results suggests 
that K-252a, but not herbimycin A, could prevent soft mossy fiber sprouting 
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although further experiments are necessary to elucidate the exact mechanisms of 
K-252a effect. 
 Neurotrophins signaling can modify the epileptogenesis process (Kokaia et 
al., 1995; Van der Zee et al., 1995). Actually, it is believed that this effect is 
mediated by the TrkB receptor (Binder et al., 1999b; He et al., 2002; He et al., 
2004). In the present experiment, only 2 animals from KA-DMSO group presented 
spontaneous seizure, point out to a probable antiepileptogenic effect of herbimycin 
A and K-252a. Herbimycin was already used in the pilocarpine-induced SE model 
unsuccessfully (Chapter 1). Since MFS was also reduced in the KA-K-252a animals, 
future experiments with K-252a in animal models with more frequent seizures is 
encourage. 
Interestingly, Nissl staining showed the complete destruction of CA3 
pyramidal cells but survival of presynaptic buttons seen in the neo-Timm staining 
technique. Although curious, the present finding have already been described 
(Theoret et al., 1988). The authors suggest that the selective destruction of CA3 
neurons is not dependent on Zn+2 release from mossy fibers terminals, although 
kainate receptors have been described as presenting important role in the 
presynaptic plasticity of mossy fibers (Schmitz et al., 2001). 
Taken together, the present results encourage further experiments testing the 
ability of herbimucin A and K-252a to attenuate the epileptogenesis process in 
animal models with more frequent spontaneous seizures. In vitro models could also 
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Figure 1 – Representative EEG recordings from all animals just after the surgery 
(circa 90min after the kainic acid administration). The first column represents the 
ending of anaesthesia, the second represents one generalization (around 15min) and 
the third and fourth column represent 20 and 40h, respectively, after the end of 
halothane ventilation. SAL-DMSO: control group; KA-DMSO: intrahippocampal 
kainic acid injection and icv injection of saline; KA-HERB: same as the former but 
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icv injection of herbimycin; KA-K-252a: same as the former but icv injection of K-
252a. 
 
Figure 2 – Representative photomicrographies of Nissl staining from both 
hemispheres (L: left; R: right) after different treatments. Arrowheads point to the 
CA3 region. 
 
Figure 3 – Cell density in dorsal hilus, piriform and entorhinal cortex.  P<0.05 
comparison between hemispheres.  P<0.05 comparison with SAL-DMSO group 
(ipsilateral side). Note the massive cell death in ipsilateral dorsal hilus and both 
piriform cortex. 
 
Figure 4 – Representative photomicrographies of neo-Timm staining, showing the 
branches in the intragranular layer (arrowheads) and silver grains in the inner 
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Genetic manipulations of autophosphorylation residues of the calcium-
calmodulin-dependent protein kinase type II (CamKII) have proven to affect 
kinase kinetics with consequence to neuronal membrane excitability and behavior. 
From the molecular standpoint, mutants TT305/6VA mice display CaMKII with 
reduced affinity to Ca+2/calmodulin complex, normal Ca+2/calmodulin-
independent activity and lack of inhibitory autophosphorylation at T305 and T306. 
From the network point of view, the mice carrying this mutation display rigid and 
less-fine-tuned learning while in in vitro slices preparations exhibit increased long-
term potentiation, indicating a critical role for this CaMKII site in synaptic 
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plasticity. Since previous behavioral observations suggested also an increased 
propensity to epileptic seizures we investigated this possibility by monitoring 
electrographic activity in freely moving mice. EEG monitoring did reveal 
spontaneous spike activity in 5 out of 9 mutant mice; spontaneous seizures 
however, were never observed. We also applied LTP protocols in vivo using 
intermittent theta burst stimulations (TBS). Some mutant mice (N=3) exhibited a 
theta burst stimulation-induced LTP, in agreement with the previous in vitro 
observations while others (N=5) showed TBS-induced afterdischarges. Although 
both wild-type and mutant mice reached the fully kindled state, kindling rate was 
slightly retarded in the mutant group. Also, using continuous theta burst 
stimulations, the TT305/6VA rats showed a significant increase in the threshold to 
induce an afterdischarge. These results indicate that the observed increase in long-
term potentiation in TT305/6VA mice is not necessarily associated with increased 
propensity to seizures. This indicates that the role of the inhibitory phosphorylation 
site in neuronal excitability is more complex than initially assumed. The reduced 
affinity to Ca2+/calmodulin complex may facilitate the occurrence of LTP but is 




Since the development of molecular techniques that use genetic 
manipulation in mice, more than 70 different genes have been linked to epilepsy. 
The association between an epileptic phenotype and a specific genetic profile could 
contribute to a useful insight concerning the etiology of a specific epilepsy 
syndrome. Gene mutations that induce the epileptic phenotype implicate genes that 
are linked to neuronal signaling (ion channels, vesicle proteins, and 
neurotransmitters), metabolism and neuronal plasticity and network development 
(Noebels, 2003). One interesting target for molecular genetics approaches is the 
calcium-calmodulin-dependent kinase II (CaMKII), a kinase that is extensively 
studied for its connection to brain plasticity (Silva et al., 1992a; Silva et al., 1992b; 
Mayford et al., 1996; Frankland et al., 2001; Silva, 2003; Colbran and Brown, 2004; 
Elgersma et al., 2004). The CaMKII is highly concentrated in the brain making up 
to 2% of the hippocampal protein content (Erondu and Kennedy, 1985) and it is 
one of the most abundant intracellular second messenger molecule of the 
postsynaptic region (Hudmon and Schulman, 2002; Petersen et al., 2003). The 
kinase has many intracellular targets which controls the distribution, concentration 
and conductance of different receptors and ionic channels (Mestek et al., 1995; 
Pedarzani and Storm, 1996; Nishizaki et al., 1997; Churn and DeLorenzo, 1998; 
Lisman et al., 2002; Yamashita and Isa, 2003). The regulation and subcellular 
localization of the CaMKII is primarily made by transient oscillations in Ca+2 
concentration (for a review see (Griffith, 2004). Activation of CaMKII by 
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Ca+2/calmodulin complex leads to kinase autophosphorylation at the threonine 
residue 286 (T286) and its translocation to the postsynaptic region. This 
autophosphorylation, which sustain the catalytic activity, is a key process for the 
Ca+2-independent form of the kinase. With the decay of intracellular Ca+2 
concentration, the complex Ca+2/calmodulin detached from the kinase exposing 
the inhibitory residues T305 and T306. The autonomously active CaMKII (i.e., 
phosphorylated at T286) could undergoes autophosphorylation at these both 
residues which prevents the further activation of the kinase (Colbran, 1993; Rich 
and Schulman, 1998). Thus, the phosphorylations at these sites are normally 
reported as “inhibitory phosphorylation”. The counterparts of the kinases, the 
phosphatases, also control the catalytic activity of the CaMKII together with the 
autophosphorylated inhibitory sites. Thus, dephosphorylation of pT286, pT305 and 
pT306 by protein phosphatase types 1, 2A and 2C (Patton et al., 1990; Fukunaga et 
al., 1993; Strack et al., 1997) or by interacting with other proteins, such as the 
NMDA NR2B subunit (Colbran, 2004) could regulate the CaMKII activity. 
In the last 10 years, several CaMKII mutants have been constructed in order 
to get insight in the in vivo physiological roles of the kinase. Besides the specific 
effects on learning behavior, a few neurological phenotypes have also been 
reported, including epilepsy. E.g. mice that carry a null mutation of the αCaMKII 
present prolonged electrographic seizures after amygdala stimulation, spontaneous 
seizures and supragranular sprouting in the dentate gyrus as revealed by neo-Timm 
staining (Butler et al., 1995). Recently, it was described that mutant mice 
TT305/6VA (where CaMKII T305 and T306 were substituted by valine and 
alanine, respectively) display behavioral seizures after handling (Elgersma et al., 
2002).  
To investigate the in vivo excitability and susceptibility to seizure activity of 
the TT305/6VA mice in more detail, we monitored hippocampal EEG for long 
periods of time. The dentate gyrus network properties of TT305/6VA and wild-
type (WT) were studied by monitoring field potentials after electrical stimulation of 
the angular bundle using various stimulation protocols. Seizure susceptibility and 





Wild-type adult (C57BL/6-129sV background) male (N=4) and female 
(N=12) mice and TT305/6VA male (N=4) and female (N=8) were generated as 
described previously (Elgersma et al., 2002). The mice were housed under 
controlled environment (21±1°C; humidity 60%; lights on 0800-2000h) in groups 
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of 3-6 animals per cage before the electrode implantation, and individually after 
implantation. Food and water were available ad libidum. TT305/6VA animals 
presented a reduced weight compared to the wild-type animals when the surgery 
for electrode implantation was performed [WT (N=16): 34±2g and TT305/6VA 
(N=12): 26±1g; p<0.05, Student t-test]. The experimental procedures described 
here followed the Dutch Experiments on Animal Act (1997), and were approved 
by the Dutch animal welfare committee (DEC) previously. The number of animals 




Mice were anaesthetized with a mixture of ketamine (i.p. 100 mg.kg-1; 
Alfasan, Cuyk, The Netherlands) and xylazine (10 mg.kg-1; Bayer AG, Germany) 
and placed in a stereotaxic apparatus. In order to record field potentials and 
hippocampal EEG, a pair of insulated stainless steel electrodes (60µm; tips 400µm 
apart) were implanted into the left dentate gyrus under electrophysiological control 
using the following coordinates, in mm: AP=2.0; ML=1.3; DV≈2.0. For 
stimulation of the granule cells, another pair of insulated stainless steel electrodes 
(60µm; tips 450µm apart) were implanted in the angular bundle using the following 
coordinates, in mm: AP=4.4; ML=2.8; DV≈1.8 (Paxinos and Frankiln, 2001). The 
location of the electrodes was set to obtain the maximum positive inflection (field 
excitatory postsynaptic potential; fEPSP) with a fast negative component 
(population spike; pSPK) riding in the rising phase of the positive potential. Two 
reference electrodes and one small stainless steel screw aiming to enhance fixation 
of the electrodes were also implanted. Electrodes were attached to a home made 
connector and the whole assembly was fixed on the skull with dental acrylic 
cement. All animals received topic application of Temgesic to diminish the 
possibility of infection and were allowed to recover for at least one week.  
 
Electrophysiological recordings 
 The animals were handled at least 3 days prior to the experiments to 
minimize the stress that might influence the recordings. After that period, the 
animals were positioned in a Faraday’s cage (40 x 40 x 80 cm) and connected to a 
recording and stimulation system via a multistrand cable and electrical swivel. EEG 
signals were amplified (10 X) via a FET transistor that connected the headset to a 
differential amplifier (Cyberamp 200, Axon Instruments), digitalized by an 
analogical/digital interface (BNC-2090, National Instruments) at a sampling rate of 
250Hz and stored on compact discs for further off-line analysis of epileptiform and 
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interictal activity. EEG recordings were performed for at least 12h for seizure 
detection or for 24h if interictal spikes were present.  
 Different stimulation protocols were used to study various basic 
electrophysiological properties of the perforant path – dentate gyrus network: (1) 
Field potentials were evoked using biphasic square pulses (0.2ms pulse duration, 
and stimulation rate at 0.2Hz) and recorded simultaneously with the EEG, using a 
different analogical/digital board (sampling rate at 10 kHz). The evoked responses 
were visualized using a homemade program (NEURON, Wytse Wadman) and 
stored on ZIP discs for off-line analysis of fEPSP and population spike (pSPK). 
The fEPSP and the late component were calculated using the maximum amplitude 
within 8 ms and 14 ms, respectively, after the stimulation in relation to the 2 ms 
prior the stimulation (baseline), while the pSPK amplitude was calculated by the 
difference between the fast ongoing negative potential (approximately 4 ms after 
the stimulation) and the mean potential between the two asides positive peaks. 
(2) Input-output curves were constructed using stimulation intensities of 0% 
(threshold), 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 80 and 100% of the intensity that evoked the 
maximum response;  
(3) In order to study paired pulse facilitation/depression, double pulses at 
different inter-pulse intervals (IPIs varying from 20ms up to 500ms), either at low 
(10%) or high (80%) intensities, were applied;  
(4) To study frequency-dependent modulation of paired-pulse depression 
(Sloviter, 1991) trains of paired-pulses (IPI=40ms) were applied at 3 different 
frequencies: 1, 2 and 5 Hz;  
(5) To study activity-dependent plasticity (LTP) a theta burst-like (TBS) 
stimulation protocol was used; first, to obtain baseline values, single pulses were 
applied  at three intensities (10, 30 and 80%) for 20 min (1 pulse each 20 sec with 
random intensity); this was followed by applying  a theta-burst-like protocol  (TBS): 
each  burst  consisted of 5 pulses (at intervals of 2.5 ms, i.e. at 400 Hz) series of 5 
bursts repeated at intervals of 200 ms (i.e. 5 Hz  to simulate the theta frequency)  
were applied 5 times each 10 sec. Thereafter the pre-TBS stimulation protocol was 
continued for 1hour, at least, to detect post-TBS changes in the fEPSPs; 
(6) To determine seizure susceptibility (see Kindling below) in a subset of 
animals (n=6 per group) we used also the TBS stimulation protocol but with a 
difference: instead of limiting to 5 bursts, the series was continued until the animal 
displayed an AD. The series of bursts was stopped at the moment of the first signs 
of an AD that could be detected on-line on the computer screen. The number of 
trains necessary to evoke an AD was used as an index for seizure susceptibility. For 
further reference, we will refer to this protocol as “continuous TBS” in contrast to 




Mice were kindled twice daily (at least 8 hours between sessions) by angular 
bundle stimulation. A classic kindling protocol where each stimulation consisted of 
a 1s- long train of pulses (1ms duration at 50 Hz, NEURODATA Stimulator) were 
used. At the first kindling session, the threshold for eliciting an after-discharge 
(AD) was determined individually by gradually increasing stimulus intensity (range 
50-600µA) until the appearance of a clear AD in the EEG. In the subsequent 
kindling sessions, the stimulation intensity that evoked the AD in the first session 
was used throughout.  
The behavior was assessed according to a modified Racine’s classification 
(Racine, 1972): 0, no effect; 1, arrest with facial automatisms; 2, head nodding and 
vibrissae movement; 3, forelimb clonus; 4, rearing and Straub’s tail; 5, rearing 
followed by falling; 6, rearing and falling followed by jumps and/or wild-running. 
Kindling was continued until all mice had reached at least stage V. EEG signals 
were sampled at 1000 Hz and analyzed off line using a special EEG analysis 
software (Harmony, Stellate Systems, Montreal, Canada). We also quantified the 
duration of the EEG depression (the period from the last spike of the AD until the 
amplitude of the EEG returned to normal baseline amplitude). 
 
Tissue preparation and histology 
One week after the last kindling session, mice were deeply anaesthetized 
with pentobarbital (Nembutal, 60mg.kg-1). The animals were perfused through the 
ascending aorta with 100 ml of 0,37 % Na2S solution and 100 ml 4 % 
paraformaldehyde and 0,2 % glutaraldehyde in 0,1 M phosphate buffer, pH 7.4. 
The brains were post-fixed overnight at 4 °C. After post-fixation, the brains were 
cryoprotected in 30 % phosphate buffered sucrose solution, pH 7.4. After an 
overnight incubation at 4 °C the brains were frozen in isopentane (-25 °C) and 
stored at - 80 °C until cutting was performed. Brains were cut on a sliding 
microtome and alternate horizontal sections  (40 µm) were mounted on gelatin 
coated slides and either stained with 0.5% cresyl violet (Nissl staining) in 0.3% 
acetic acid for histological analysis and verification of the electrode positions or 
processed by a modified Timm method (Sloviter, 1982). 
 
Statistical analysis 
ANOVA and Student’s t post-hoc testing was performed using SPSS 11.0 





General EEG characteristics- epileptiform spikes 
In contrast to previous observations we did not observe behavioral limbic 
seizures during handling, or otherwise, in either the TT305/6VA mutants or the 
wild type mice. This was further supported by our continuous EEG monitoring in 
which no seizures were detected. Nevertheless, the EEG showed epileptiform 
spike activity in 5 out of 9 TT305/6VA animals (Figure 1), while only 1 out of 7 
wild-type animals showed spike-like activity (data not shown). Although no 
systematic behavioral tests were made the mutant mice appeared to display 
increased motor activity compared to the WT mice (i.e., increased circling behavior 
along the cage’s wall). 
 
Electrophysiological profile of evoked-field potentials 
In addition to the characteristic dentate fEPSP (Figure 2A), 13 out of 16 
animals also presented a late-slow component. This late component was mainly 
observed at high intensities. It occurred in an all-or-none fashion. The input-output 
curves (Figure 2C) showed that the maximum amplitudes of the fEPSP, pSPK and 
the late component are significantly smaller (p<0.05, indicated by) in the 
TT305/VA animals compared to WT; the latencies for each event (fEPSP and 
pSPK) in the evoked potentials are similar (Figure 2B). The threshold for an 
evoked response (I=0%) was statistically similar in both groups [WT (N=9): 
26.8±8.7µA and TT305/6VA (N=11): 66.4±20.7µA; p=0.120, Student t-test], but 
the maximum stimulation intensity (I=100%) was statistically different [WT (N=9): 
241.1±63.9µA and TT305/6VA (N=11): 513.6±67.5µA; p=0.010, Student t-test]. 
 
Paired-pulse facilitation/depression 
The paired-pulse protocol (Figure 3A) was used to assess 
facilitation/depression in the dentate gyrus. Both groups displayed a slight paired-
pulse depression at low intensity (Figure 3B1; NS, Kruskall-Wallis U-test). This 
depression was observed at all the intervals studied (20<IPI>500ms), but was more 
pronounced at shorter intervals (IPI<40ms). Paired-pulse depression was increased 
at higher intensities leading to circa 90% and 100% (for fEPSP and pSPK, 
respectively) depression at shorter intervals (IPI<40ms). At this stimulation 
intensity the paired-pulse depression was absent for intervals longer than 180ms 
(Figure 3B2 and B3). The characteristics and extent of paired-pulse depression are 




Frequency-dependent modulation of paired-pulse depression 
This was assessed using repeated paired-pulses stimuli at 3 different 
frequencies (1, 2 and 5 Hz). Both groups exhibited strong paired-pulse depression 
at 40ms (Figure 4; see also Figure 3B2 and B3) at high intensity stimulation as 
indicated with a small ratio between second (E2) and first (E1) response (fEPSP) 
around 0.4 at low frequencies of stimulation (1 and 2 Hz) that was maintained 
along a series of stimuli. In contrast, when the stimuli were applied at 5 Hz the 
ratio E2/E1 strongly increased after the first pair of stimuli, particularly in the WT. 
However, the frequency protocols revealed interesting differences between groups: 
in wild-type animals, the E2/E1 ratio increased in the second paired-pulse to 
approximately 0.8 and stabilized at 0.7 (third to fifth paired-pulses); in the 
TT305/6VA mice the second paired-pulse the E2/E1 ratio also increased to 
almost  0.7 in the second pair but  it returned to  about 0.6 subsequently.  
This shows that the stimulation at 5 Hz is able to counteract the paired-pulse 
depression and of changing the latter in the direction of facilitation, without 
reaching, however, the level where E2 would be equal to E1.  These E2/E1 ratios 
at the 3rd to 5th paired-pulses were significantly different for the two groups 
(p<0.05, Mann-Whitney U-test). These results suggest that TT305/6VA animals 
display a stronger inhibition and/or a less effective facilitatory effect of the 5 Hz 
stimulation. Furthermore the paired-pulse responses of the mutants show a  greater 
variance at low frequencies compared with the wild type animals (p<0.05, Levene’s 
test of equality of variances). 
 
Theta-burst stimulation and the increased excitability of TT305/6VA 
Previous studies in slices showed an increased long-term potentiation in CA1 
upon theta burst stimulation in the TT305/6VA animals compared to the WT. To 
test whether this also occurs in vivo in the dentate gyrus, we used the theta burst 
stimulation (TBS) protocol. The WT animals showed a potentiation of the fEPSP 
and the pSPK that was maintained for the whole recording session (60 min) (Figure 
5). This potentiation was most evident at lower stimulation intensities in the WT. 
For example, when the stimulation intensity was set at 10%, the fEPSP 
potentiation was 50% while it was 20% at I=80% (data not shown). In the 
TT305/6VA animals two different responses were elicited by the intermittent TBS 
protocol. Five out of 9 animals presented an afterdischarge (mean duration of 12.6 
± 2.9 sec; N=5) after the TBS (Figure 6). The afterdischarge was normally followed 
by a depressed EEG trace for approximately 1 min, as well as reduced evoked field 
potential for at least 5 min. None of the wild-type animals showed an 
afterdischarge after the TBS. The TT305/6VA animals that had not experienced an 
afterdischarge (N=3; TT305/6VA Non-AD) showed a large potentiation that was 
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even larger than the wild-type group. This was most evident and statistically 
significant for the pSPK at I=80% (Figure 5B). There was no correlation between 
the increase of the E2/E1 ratio observed at 5Hz (Figure 4) and the TBS-induced 
potentiation (data not shown). These observations demonstrate that TT305/6VA 
animals have larger TBS-induced potentiation compared to WT in the TT305/6VA 
non-AD group. 
 
Increased resistance to kindling stimulation in TT305/6VA animals 
In a subset of animals we applied a continuous TBS stimulation before the 
kindling protocol was started, in order to determine seizure susceptibility to this 
kind of stimulation as indicated in the section Methods. The number of trains 
necessary to evoke an AD was used as an index for seizure susceptibility. This 
stimulation protocol also revealed the increased resistance of TT305/6VA in 
triggering an AD after the angular bundle stimulation (Figure 7). In fact, the 
TT305/6VA animals needed 3.8 times more stimulation bursts in order to elicit an 
afterdischarge than the wild-type animals. Once initiated, the AD duration has a 
similar profile (data not shown) and duration [WT (N=6): 22.5±3.0sec and 
TT305/6VA (N=6): 22.3±2.3sec; NS, Student t-test] in both groups. After this 
TBS stimulation those animals were kindled as described above. Taken together, 
these results indicate an increased resistance of TT305/6VA animals to exhibit 
epileptiform activity after angular bundle stimulation, but once started the seizure-
like activity develops similarly in both groups. 
We further tested the susceptibility to epilepsy in TT305/6VA animals using 
the kindling model of epileptogenesis. Thus, two daily angular bundle stimulations 
were performed; epileptiform AD recordings and behavioral seizure severity were 
quantified. The stimulation threshold was slightly larger in the TT305/6VA group 
[WT (N=6): 170±29µA (70% of the maximum intensity) and TT305/6VA (N=6): 
317±65µA (60% of the maximum intensity); p=0.068, Student t-test]. Both groups 
of animals showed the same afterdischarge profile (data not shown). However, the 
TT305/6VA animals showed a less steep increase of the development of the 
behavioral seizure score compared to the wild-type animals (Figure 8A), although 
these differences just reached statistically significance at sessions 5, 7 and 18. The 
average duration of afterdischarges (Figure 8B) did not change much along the 
kindling sessions (circa 20-25sec) while the EEG post-seizure depression was also 
not significantly different among the two groups (circa 100-130sec, Figure 8C).  
 
Comparison of the effects of intermittent or continuous TBS stimulation 
We used two different TBS protocols to test whether the TT305/6VA 
animals present increased activity-dependent plasticity in in vivo dentate gyrus. The 
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intermittent TBS differs from the continuous TBS by two characteristics: (1) the 
number of theta-burst in the intermittent protocol was limited to 25 bursts and (2) 
it presents an interval of 10 sec between each 5 bursts. In the wild-type animals, the 
intermittent TBS never elicited an afterdischarge while in the continuous TBS, 
approximately 16 bursts were sufficient to induce an afterdischarge. Therefore, the 
wild-type animals are more susceptible to epileptiform activity by the continuous 
TBS protocol. In the TT305/6VA group, 5 out of 9 animals presented an 
afterdischarge after the intermittent TBS protocol. The afterdischarge never 
appeared in the first series of 5 bursts (normally in the 2nd, 3rd and 4th series). This 
observation suggests that the 10 sec period is necessary for the induction of the 
afterdischarge. Surprisingly, it was necessary more bursts in the continuous TBS 
protocol to induce an afterdischarge in the TT305/6VA animals (circa 60 
stimulations in the continuous TBS vs. less than 25 in the intermittent TBS). 
Although the direct comparison between both protocols is not clear, it is quite 
plausible to affirm that the dentate network of the TT305/6VA animals is less 
malleable than the wild-type. The statement is supported by the results observed in 
the Figure 4. 
 
Histology 
The neo-Timm staining was performed in sagittal brain sections (40µm) 
obtained from all mice that underwent the complete kindling protocol, i.e., reached 
at least 7 stages V (or VI). In the wild-type group, the staining achieved good 
conditions in 6 out of 9 slices; while in the TT305/6VA group, the good staining 
quality was observed in 5 out of 7. We consider here a “good condition” when the 
hilar region is strongly stained presenting a deep brownish color, while the 
background is stained with varying brown/yellow layers.  
In sections where the neo-Timm was considered in good condition, there 
was clearly more sprouting in the TT305/6VA group (4 out of 5) in comparison to 
the wild-type group (1 out of 6). It is important to mention that the sprouting was 
minimal comparing to the one obtained in chronic epileptic rats (Gorter et al., 
2002). It was circumscribed to the granule cell layer mainly at the apex of the 
dentate gyrus. No relevant neo-Timm staining was observed in the inner molecular 
layer of the dorsal hippocampus in none of the animals analyzed here. On the 
contrary, the ventral hippocampus presented abundant sprouting in the inner 





In the present study, we have investigated whether a mutation that disrupts 
the inhibitory phosphorylation in the CaMKII protein could lead to enhanced 
seizure susceptibility in the hippocampus. We found that TT305/6VA mice 
displayed different frequency-dependent modulation of paired-pulse inhibition 
reflected in more instable responses than WT mice. Moreover, a theta burst 
stimulation that normally evokes LTP (in WT animals) led to an increased 
probability to evoke an AD in TT305/6VA animals. Surprisingly however, 
TT305/6VA animals exhibited an increased resistance to afterdischarges elicited by 
kindling stimulation protocols or a “continuous” theta burst stimulation protocol. 
We will discuss these apparently opposing results in more detail below. 
The CaMKII was the first molecule to be described as a decoder of neural 
information not only through the amplitude or duration of the Ca+2 spike, but also 
through the frequency of the activity-induced Ca+2 oscillations (De Koninck and 
Schulman, 1998; Dupont and Goldbeter, 1998; Eshete and Fields, 2001). Initially, 
the activation of the NMDA receptors by prolonged depolarization leads to an 
increase in Ca+2 concentration in the cytoplasm, which activates the CaMKII and 
triggers the autophosphorylation at the T286. At this point, the CaMKII becomes a 
Ca+2/calmodulin-independent kinase (Miller and Kennedy, 1986). In the 
independent state, the decay of cytoplasmatic Ca+2 concentrations (which in 
cortical layer II/III neurons has a decay time constant of 40-180ms; Koester and 
Sakmann, 2000) results in a decreased affinity of the CaMKII for the 
Ca+2/calmodulin complex, without complete lost of kinase activity. The 
Ca+2/calmodulin dissociation allowed the autonomously kinase to undergo 
autophosphorylation of the residues T305 and T306 which are exposed after the 
Ca+2/calmodulin dissociation. The phosphorylation of these residues decreases the 
kinase affinity for the PSD (Strack et al., 1997) and reduces the kinase effects in the 
synaptic plasticity. In fact, it was shown that TT305/6VA animals present a 
CaMKII with a rather normal Ca+2-calmodulin-independent activity but reduced 
PSD association (Elgersma et al., 2002). Thus, it is concluded that the TT305/6VA 
animals present a sustained activation of the CaMKII and a prolonged aggregation 
at the PSD. Here it anchors and phosphorylates channels (e.g., AMPA and NMDA 
(Braun and Schulman, 1995)) and other postsynaptic proteins (e.g., α-actin and 
SynGAPβ; Colbran, 2004) and therefore affects the synaptic strength and neuronal 
excitability.  
Previous studies with TT305/6VA animals suggested that these mice were 
more prone to handling induced seizures (Elgersma et al., 2002). Especially when 
the mice grew older, behavioral seizures were frequently observed. Despite the fact 
that the animals in our study were almost 1 year old, we never observed handling-
induced seizures or spontaneous electrographic seizures. Why we did not observe 
seizures in our mutant mice is not known, but the fact that the mice have a slightly 
different genetic background might have a crucial influence on seizure susceptibility 
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(in addition to the point mutation) (Schauwecker et al., 2000). In fact, it was already 
shown that different mice strains could present distinct dentate gyrus activity-
dependent synaptic plasticity with strong causal correlation with the behavioral 
memory task performance (Jones et al., 2001). It also should be noted that the 
animals used in this study were from the F12 generation, while in the previous 
work (Elgersma et al., 2002), F04 animals were used, stressing the importance in 
the genetic background in genetically modified mice’s model. Nevertheless, the 
EEG was abnormal since large spikes were present that were more frequent in 
TT305/6VA than WT animals, suggesting that the disruption of the inhibitory 
phosphorylation is causing increased excitability. This was further substantiated by 
the increased probability to evoke a (short) afterdischarge with intermittent theta 
burst stimulations and by the increased magnitude of theta burst evoked LTP in the 
mice in which no AD was evoked.  
The increased variability in frequency modulation of paired pulse responses, 
the increased susceptibility to seizures with intermittent TBS stimulation and the 
fact that TT305/6VA animals exhibit EEG spikes suggests that the mutation leads 
to more excitable networks that are less stable than WT. But if that is true, why are 
the TT305/6VA animals more resistant to epileptiform activity triggered by 
kindling stimulation and continued theta-burst-like stimulation? Apparently, the 
stimulation protocol used, likely determines the final outcome of the calcium 
dynamics in the dentate network. A possible mechanism that could explain this 
discrepancy is the oscillatory nature of the intracellular Ca+2 concentrations 
obtained in the different protocols and subsequently distinct patterns of CaMKII 
activation and kinetics. In fact, in vitro experiments suggest that the maximal 
autonomous kinase activity could be achieved by 200ms Ca+2 pulses oscillating at 4 
Hz (De Koninck and Schulman, 1998), while computational models of the kinase 
activity suggests 7 Hz as the lower frequency to boost CaMKII autonomous state 
(Okamoto and Ichikawa, 2000). On the contrary, in vivo studies using the dorsal 
root ganglia neurons as a model found that the best frequency range to 
autonomously activate the CaMKII is between 0.1 and 1 Hz (Eshete and Fields, 
2001). We could speculate that this frequency differences could be regarded as an 
intrinsic characteristic of the neuronal population function, whereas hippocampal 
neurons “works” in a higher range of frequency (1 – 40 Hz), the neurons from the 
dorsal root ganglion “works” in lower frequency ranges (ie, 0.1 – 1 Hz). In the 
present experiments, during the unstimulated 10 sec period of the intermittent 
theta-like stimulation protocol, the intracellular Ca+2 concentration drops while the 
autophosphorylation continues, not only at T286 but also at T305 and T306 
residues, inhibiting the CaMKII. Since this mechanism is absent in TT305/6VA, 
the physiological pathway of inhibition is not possible and the kinase stays activate 
for a longer period of time. In the continued TBS protocol, the intracellular Ca+2 
never drop and the binding of the Ca+2/calmodulin complex to the kinase is not 
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discontinued. This needs to be further investigated in slices using these different 
stimulation protocols in combination with CAMKII activity measurements. 
Taken together, the paroxysms evoked by intermittent theta-burst 
stimulation observed in the TT305/6VA animals could be explained by the 
differences in the kinetics of autophosphorylation control of the CaMKII. While 
the intermittent theta-like stimulation protocol elicits the autonomously T305 and 
T306 phosphorylation (through the decrease in the intracellular Ca+2 concentration 
with further Ca+2/calmodulin dissociation), the continuous theta-burst stimulation 
does not permit the intracellular Ca+2 decay with consequence in Ca+2/calmodulin 
and CAMKII dissociation. Thus, the increased susceptibility to TT305/6VA 
animals to display AD after the intermittent theta-burst stimulation but reduced 
epileptogenesis (both through the conventional kindling protocol and the 
continuous theta-burst stimulation) could be explained at least in part by the 
threonines 305 and 306 kinetics roles in the CaMKII activity.  
Alternatively we could speculate that the short duration afterdischarge (less 
than 15sec) observed during the TBS protocol serves as a preconditioning seizure 
that increases the threshold in the hippocampus for subsequent seizure-like activity 
and induces a kind of “epileptic tolerance” (Sasahira et al., 1995; El Bahh et al., 
2001; Lere et al., 2002). We think however that this is not very likely. First, there 
was at least 3 weeks without any further animal manipulation between both 
experiments (LTP and kindling). Second, animals that had not exhibited an AD by 
intermittent TBS stimulation also showed increased AD threshold during 
continuous TBS stimulation. This observation is also supported by the fact that 
none of the TBS-induced afterdischarges was seen in the first series of stimulation, 
but they were recorded only in the third, forth and fifth series, suggesting the 
necessity of a “priming” phenomena in the AD triggering. Since in these animals, 
the genetic mutation was presented during the animal development, it is quite 
plausible that compensatory mechanisms (i.e., phosphatases contents) are activated 
in the attempt to control the enhanced neuronal excitability (Bejar et al., 2002; 
Turrigiano and Nelson, 2004). With this in mind, it is not so difficult to understand 
why the TT305/6VA animals are less susceptible to kindling epileptogenesis 
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Figure 1 – Representative EEG recordings from wild-type and TT305/6VA 
groups.  
 
Figure 2 – Input-output curves in wild-type and TT305/6VA animals. (A) 
Representative evoked responses in the dentate gyrus by increasing intensities 
(normalized to I=100%max; bottom). Note that besides the fEPSP and pSPK, 
both groups display a late component (arrows) at high intensities. Calibration: 5ms; 
2mV. (B) The latencies for the evoked responses in both groups. (C) The input-
output curves displaying the fEPSP (left) and pSPK (right) in both groups. Data are 
expressed as mean ± standard error (WT: N=8; TT305/6VA: N=9).  P<0.05 
compared to WT (Student t-test). 
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Figure 3 – Interpulse interval analysis at two different stimulation intensities. (A) 
Representative traces of the pair-pulses at a high intensity (I=80%). (B) 
Quantification of the pair-pulse fEPSP (B1 and B2) and the pSPK (B3) ratios. 
Paired-pulse depression is present at low and high stimulation intensities at IPI< 
200ms. Both groups exhibit similar pair-pulse profile for both fEPSP and pSPK 
parameters. Data are expressed as mean ± standard error (WT: N=7; TT305/6VA: 
N=9). 
 
Figure 4 – Frequency-dependent modulation of inhibitory circuitry. 
Representation of the electrophysiological stimulation protocol is depicted in the 
upper panel. fEPSP ratios in response to pair pulse stimulations (IPI=40ms) at 
three different frequencies in the wild-type (left) and TT305/6VA (right) mice is 
represented in the bottom panel. Note the clear loss of paired pulse inhibition in 
Wild-type group after the first paired-pulse stimulation during the 5Hz frequency 
train. In the TT305/6VA group, this phenomenon is less pronounced. At 5Hz, 
responses 3, 4 and 5 are statistically different between groups (p<0.05; Mann-
Whitney U-test). No significant change in paired pulse inhibition was found during 
the 1 and 2 Hz protocols. Data are expressed by mean ± standard error (WT: N=7; 
TT305/6VA: N=9).  
 
Figure 5 – TBS-induced potentiation in the dentate gyrus. Normalized fEPSP (A, 
C, E) and pSPK (B, D, F) ratios after the application of the TBS (θ = 0 min) in the 
angular bundle and measured with intensities set at 80% (A, B), 30% (C, D) and 
10% (E, F) of the maximum intensity. The TT305/6VA group was divided 
between the animals which experienced an afterdischarge (TT305/6VA AD) and 
the ones which not experienced it (TT305/6VA Non-AD). Note the decreased 
evoked response after the TBS in the former and the increased potentiation in the 
latter. Data are expressed as mean (fEPSPθ/meanfEPSP1-20min) ± SEM (WT: 
N=7; TT305/6VA AD: N=5; TT305/6VA Non-AD: N=3).  p<0.05 compared 
with Wild-type group (Mann-Whitney U-test). 
 
Figure 6 – Representative wild-type (left panel) and TT305/6VA (right) 
hippocampal electrographic recordings before, during and after the TBS (). TBS 
induces an afterdischarge in 5/9 TT305/6VA mice. Note the disappearance of the 
evoked response () and the depressed EEG after the afterdischarge (arrow). 
 
Figure 7 – Theta-like kindling stimulation revealed decrease susceptibility to 
afterdischarge (or epileptiform synchronization) in TT305/6VA mice. Values 
represent the mean ± standard error for the number of trains necessary to induce 
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an afterdischarge. p<0.05, compared to wild-type group (Student t-test; 
N=6/group). 
 
Figure 8 – Temporal evolution of kindling parameters. The behavioral seizure 
accordingly to a modified Racine’s scale (A) shows a relative decrease in seizure 
susceptibility in TT305/6VA animals, although the afterdischarge duration (B) and 
depression of EEG after the afterdischarge (C) are similar in both group of animas 
(NS, Student t-test). Values represent mean and error bars indicate S.E.M. 
Stimulation sessions finished when a mouse displayed 7 stage V or VI seizures. In 
this graph, mice were assigned a mean score of the last three sessions for the days 



















































































































































































































Figure 9- Representative EEG recording of an afterdischarge elicits by angular bundle 
stimulation after 1 sec kindling stimulation (black bar under the trace). Animals from both 
groups displayed the same pattern of afterdischarge, characterized by short period of 
isoelectric activity (<1 sec), followed by spikes with increasing amplitude and frequency, 
baseline fluctuation accompanied by decreasing spikes frequency and amplitude. The 
afterdischarge ended with a depressed EEG that lasts approximately 120 sec (just shown a 
small epoch). The afterdischarge profile was also similar in the theta-burst-like kindling 







 Experimentos que, apesar de bem delineados e robustamente embasados 
pela literatura, buscam desenvolver abordagens terapêuticas capazes de não só 
evitar as crise epiléptica mas também o processo de instalação das epilepsias 
(epileptogênese) são seguramente os que mais alto risco apresentam. Por outro 
lado, a contribuição de um resultado positivo nesse campo contrabalança o 
empreendimento. Um dos objetivos iniciais dos primeiros dois capítulos desta tese, 
atenuar a instalação de uma síndrome epiléptica utilizando inibidores de proteínas 
tirosina cinase (PTK), foi frustado. Entretanto, apesar de não havermos sido 
capazes de diminuir a freqüência de crises espontâneas, demonstramos que a 
administração de inibidores das PTK (herbimicina e K-252a) são eficazes em 
atenuar vários parâmetros indicativos da plasticidade neuronal, como por exemplo, 
a potenciação duradoura, a expressão de c-Fos durante um estado de mal epiléptico 
e a atividade epileptiforme induzida pelo ácido caínico. No terceiro capitulo, a 
observação de que variações no protocolo de estimulação podem apresentar efeitos 
contraditórios sobre a atividade epileptiforme possibilita a especulação sobre a 
participação de uma proteína cinase na ritmicidade neuronal. A discussão 
pormenorizada desses resultados foi apresentada em seus respectivos capítulos. 
Abaixo, discutimos em conjunto os resultados obtidos nos três capítulos, 
comparando os modelos experimentais empregados e a similaridade entre dois 
fenômenos, a LTP e o abrasamento. Apresentamos ainda algumas perguntas para 
trabalhos futuros com os inibidores de PTK. 
 
Modelos experimentais em epilepsia 
 
Um bom modelo experimental é aquele que tem a capacidade de reproduzir 
a função a ser estudada com a maior simplicidade possível e suficiente fidelidade. 
Para tanto, um bom modelo para o estudo das epilepsias deve preencher os 
seguintes requisitos: (1) demonstrar a presença de atividade epileptiforme nos 
registros eletroencefalográficos e (2) apresentar uma atividade comportamental 
semelhante àquelas observadas durante uma crise epiléptica (Mello e cols., 1986) 
A grande multiplicidade de fatores envolvidos nas epilepsias possibilitou ao 
longo deste último século, o aparecimento de uma grande diversidade de modelos 
experimentais, em ambos os opostos do universo reducionista. Preparações in vitro, 
como os ensaios farmacológicos para avaliar a afinidade de diferentes subunidades 
de receptores celulares, e in vivo, como o estudo do comportamento do animal no 
meio ambiente, perfazem a maioria dos modelos experimentais em neurociência. 
Um dos propósitos da utilização de modelos experimentais é o de mimetizar uma 
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situação complexa. No presente trabalho utilizamos 3 modelos de epileptogênese, 
(1) a administração sistêmica de pilocarpina, (2) a administração intra-hipocampal 
de ácido caínico e (3) o abrasamento. 
A administração sistêmica de pilocarpina em animais de experimentação 
desencadeia crises convulsivas e eletrográficas auto-sustentadas (Turski e cols., 
1983). Esse padrão de ativação neuronal, conhecido com estado de mal epiléptico 
(status epilepticus) induz a alterações morfológicas evidentes, p.ex., esclerose 
hipocampal e brotamento das fibras musgosas (Tauck e Nadler, 1985), e 
subseqüente expressão de crises espontâneas e recorrentes. Esse quadro se 
assemelha a epilepsia do lobo temporal humana. 
O modelo da pilocarpina é o que apresenta a maior freqüência de crises 
comortamentais espontâneas e recorrentes. Por exemplo, observamos que animais 
tratados com pilocarpina podem apresentar até 20 crises por dia (um segundo 
estado de mal?) e por isso utilizamos esse modelo para testar o efeito 
antiepileptogênico da herbimicina A. O resultado negativo (Cap.1 – Tab.1), 
entretanto, não significa que a herbimicina A é completamente desprovida de efeito 
sobre o SE. O modelo da pilocarpina sistêmica pode produzir múltiplos foci 
epileptogênicos (Cavalheiro e cols., 1991) e alguns desses seriam independentes das 
vias afetas pela herbimicina A. Assim, com o objetivo de reduzir a extensão da 
lesão excitotóxica, utilizamos o modelo do ácido caínico intrahipocampal (Tauck e 
Nadler, 1985). 
Este modelo produz poucas crises espontâneas (no presente trabalho, 
somente dois animais do grupo KA-SAL apresentaram crises espontâneas, ver 
Capítulo 2), porém, sendo a administração da toxina unilateral podemos estudar a 
lateralização da crise para o outro hipocampo (Amaral e Insausti, 1990; Khalilov e 
cols., 2003). No presente trabalho, a administração de inibidores das PTK atenuou 
a atividade epileptiforme no hipocampo contralateral e o suave brotamento das 
fibras musgosas (Cap.2 – Fig.1 e Fig.4), porém não modificou o padrão de morte 
neuronal induzida pelo ácido caínico. Com base nessas observações seria 
interessante saber do efeito dos inibidores de PTK em um modelo que fosse 
desencadeado localmente e que apresentasse muitas crises espontâneas, como o 
modelo de SE induzido pela estimulação elétrica do giro denteado (Gorter e cols., 
2001). 
No modelo tradicional de abrasamento, as crises compotamentais são em 
grande parte induzidas eletricamente (Lopes da Silva e cols., 1995). Entretanto, o 
implante de eletrodos possibilita diferentes variações no padrão de estimulação 
elétrica e o estudo de suas conseqüências. Nesse sentido, no terceiro capítulo, 
mostramos que animais mutantes para a CaMKII apresentaram evolução normal 
no modelo do abrasamento. Entretanto, uma pós-descarga do giro denteado pôde 
ser conseguida com um padrão de estimulação teoricamente similar ao ritmo teta 
(Cap.3 – Fig.5). Assim, a estimulação similar ao ritmo teta pode ser uma valiosa 
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ferramenta para a quantificação da excitabilidade de uma rede neural, ou mesmo, 
para a determinação de um “limiar epileptógeno”. 
Portanto, a contribuição de cada modelo é imprescindível para o avanço do 
conhecimento das distintas bases fisiopatológicas da doença em todos os seus 
níveis de complexidade, com conseqüentemente melhoria das abordagens clínicas. 
 
Potenciação duradoura e epileptogênese: processos correlatos? 
 
 A potenciação duradoura foi inicialmente descrita em 1973 (Bliss e Lomo, 
1973) e de acordo com uma revisão dos próprios autores (Bliss e Lynch, 1988) 
citado por (McEachern e Shaw, 1996), ela “talvez seja o evento biológico mais claro 
e definido de plasticidade sináptica dependente de atividade que já tenha sido 
descrito no encéfalo de mamíferos”. Apesar de amplamente utilizada como 
modelo, a extrapolação desses resultados para a total explicação dos processos de 
memória e aprendizagem devem ser feitos com ressalavas5. Já o abrasamento (do 
inglês, kindling) foi introduzido por Godard em 1969 para designar o 
desenvolvimento progressivo de manifestações comportamentais e 
eletroencefalográficas de atividade epileptiforme produzidas após curtas 
estimulações tetânicas diariamente (Goddard e cols., 1969). O modelo do 
abrasamento apresenta várias vantagens experimentais, uma vez que as crises são 
facilmente reprodutíveis e podem ser induzidas quando desejado, possibilitando o 
desenvolvimento controlado e gradual do processo epileptogênico. Entretanto, são 
necessárias muitas sessões de estimulação para o aparecimento de crises 
espontâneas, o que faz com que o modelo não seja ideal para o estudo quantitativo 
da freqüência de crises. 
 Alguns pesquisadores sugerem que a potenciação duradoura possa explicar 
os mecanismos celulares do abrasamento, pois (1) a estimulação elétrica nesse 
modelo leva a um aumento do potencial de campo (Sutula e Steward, 1986); (2) 
ambos os fenômenos necessitam ativação de receptores NMDA (pelo menos em 
algumas vias hipocampais), com conseqüente influxo de Ca+2 (Lynch e cols., 2000); 
(3) são processos influenciados por proteínas cinases e fosfatases, além de 
dependerem de transcrição gênica e síntese de novas proteínas (para uma revisão 
(McEachern e Shaw, 1996; McEachern e Shaw, 1999)). Entretanto, alguns 
resultados do presente trabalho sugerem que as relações entre potenciação 
duradoura e abrasamento não são tão simples assim. 
Primeiramente, quanto ao tópico (1) apresentado acima, observamos o 
oposto, i.e., uma transiente (~15min) diminuição do potencial de campo após uma 
                                                 
5  De acordo com o Prof.Lopes da Silva, a potenciação de longa duradoura é uma “caricatura da realidade” 
(comunicação pessoal), pois um estímulo tetânico não mimetiza o processo de múltiplas “mini” e localizadas 
potenciações duradouras que acontecem continuamente em uma determinada via neural. 
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estimulação tetânica capaz de deflagrar uma descarga epileptiforme similar à obtida 
no abrasamento (Cap.3 – Fig.7). Essa depressão do potencial diminui lentamente e 
retorna aos níveis basais após 30 min. Ainda, nos animais transgênicos, que 
apresentam uma maior excitabilidade neuronal, uma estimulação tetânica 
desencadeaou uma atividade epileptiforme ou uma potenciação duradoura mais 
acentuada (em diferentes animais do mesmo grupo). Pelo nosso conhecimento, 
essa é a primeira vez que um trabalho mostra a deflagração de atividade ictal após 
uma estimulação tetânica. Vale lembrar que os animais que apresentaram esse efeito 
eram mutantes para a CaMKII. Animais naïve, em condições normais, não 
apresentam descargas epileptiformes mesmo após múltiplas estimulações tetânicas 
e saturação da potencição duradoura (Sutula e Steward, 1987). Os autores sugerem 
que a indução de potenciação duradoura é necessária porém não suficiente para 
induzir epileptogênese (Golarai e Sutula, 1996). Por outro lado, animais abrasados 
apresentam prejuízo ou diminuição da potenciação duradoura (Leung e Wu, 2003). 
Em segundo lugar, o presente trabalho mostrou que apesar de atenuar a 
potenciação duradoura em CA3 e reduzir a lateralização da atividade epileptiforme 
desencadeada pela administração intrahipocampal de ácido caínico, o tratamento 
com herbimicina não é anti-epileptogênico (tópico 2, acima). Recentemente, He e 
colaboradores (He e cols., 2004) mostraram que animais com uma mutação 
condicionada do receptor TrkB não apresentavam crises comportamentais no 
modelo do abrasamento, porém a potenciação duradoura não foi estudada nesses 
animais. Assim, o presente trabalho sugere, que se não distintos, ambos os modelos 
apresentam uma dissociação entre os fenômenos, sendo que a herbimicina (e 
provavelmente outros inibidores das PTK) são eficazes na fase aguda da crise 
convulsiva, porém são desprovidos efeito crônico (i.e., sobre as crises espontâneas). 
 A comparação entre potenciação duradoura e abrasamento é fortalecida 
também pelas sugestivas similaridades entre memória e epilepsia, tanto na clínica 
quanto em modelos experimentais. Muitos pacientes com epilepsia experimentam 
dificuldades mnemônicas (Loiseau e cols., 1983; Corcoran e Thompson, 1993), 
principalmente aqueles cujas crises se iniciam no lobo temporal (Mungas e cols., 
1985; Bergin e cols., 2000). Outros fatores também influenciam o prejuízo 
mnemônico, tais como o tempo com epilepsia, a idade de instalação da síndrome, a 
freqüência de crises espontâneas e o histórico de lesões traumáticas recorrentes 
(Dodrill, 1986). Resultados obtidos em modelos experimentais das epilepsias do 
lobo temporal também demonstram prejuízo de aprendizagem e memória. Animais 
tratados com pilocarpina e que desenvolveram um estado de mal epiléptico 
(modelo com crises comportamentais espontâneas) e animais abrasados (crises 
induzidas) apresentam maior taxa de erro no labirinto radial que animais controle 
(Leite e cols., 1990; Sutula e cols., 1995). Inicialmente, podemos pensar que o 
déficit mnemônico se deva (1) a morte neuronal (esclerose hipocampal) 
desencadeada pela síndrome epiléptica reduza os substratos neurais responsáveis 
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pela formação da memória ou (2) a um distúrbio de plasticidade sináptica que 
dificulta a formação e/ou consolidação de novas memórias. Nessa segunda 
possibilidade, a comparação de resultados obtidos em distintos modelos de 
plasticidade sináptica, como a potenciação duradoura e o abrasamento, mostra-se  
bastante interessante. 
 
Desenvolvimento de drogas antiepileptogênicas 
 
 Baseados na similaridade entre processos de formação de memória e 
epileptogênese, o laboratório de Neurofisiologia iniciou uma linha de pesquisa (que 
inclui essa tese, trabalhos utilizando escopolamina, entre outros) com o objetivo de 
desenvolver abordagens terapêuticas antiepileptogênicas. O tratamento com 
inibidores da PTK não foram eficazes em reduzir as crises comportamentais e o 
padrão de morte neuronal desencadeado por dois modelos, o da pilocarpina e do 
ácido caínico. Entretanto, utilizando um modelo in vitro, Raung e colaboradores 
mostraram que a herbimicina pode atenuar a morte neuronal induzida pelo vírus de 
encefalite japonês (JEV) (Raung e cols., 2005). Os autores sustentam que esse efeito 
neuroprotetor se deve a inibição de respotas imunes à infecção, que por sua vez 
seriam neurotóxicas. Nesse sentido, uma vez que o principal fator de risco para 
novos casos de epilepsia no Brasil é a neurocisticercose (Borges e cols., 2004), seria 
extremamente interessante testar os efeitos dos inibidores de PTK em um modelo 
de epilepsia baseado na infecção desse patógeno. Atualmente contamos com um 
modelo de atividade epileptiforme in vitro (Stringer e cols., 2003), porém falta um 
modelo in vivo desta patologia, o que poderia ser de extrema valia para a criação de 
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